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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemle erscheint in Banden 
zu 6 Heften. Preis des Bandes 13.50 Mark. , 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Schriftleitung zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Mitteilungen oder Vermerke zu anderen Arbeiten werden in der Rege! 
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mologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Belegstellen gelten die von der Vereinigung der medi- 
zinischen Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.“ und ,,8.“ fort. 
(Belegt wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Beleg 
fehlen, von Vornamen geniégt der Anfangsbuchstabe. 

































































Zur Kenntnis des Kathepsins und Papains. 
Von 


Ernst Maschmann und Eriea Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1933.) 


i 


Nach E. Waldschmidt-Leitz, L. Weil und A. Purr?) hat 
sich die Anwendung von Jodessigsiiure ,als ein einfaches Mittel 
zum Nachweis des spezifischen Kinflusses von Sulfhydryl auf enzy- 
matische Reaktionen ... erwiesen; denn ihre Kinwirkung fiihrt zur 
Ausschaltung vorhandenen Sulfhydryls durch Oxydation“. Wir 
benutzten dieses Reagens, um zu priifen, ob das von uns in zoo- 
kinasefreiem Organpulver und in den daraus bereiteten Ausziigen 
nachgewiesene ,,vollaktive“ Kathepsin*) méglicherweise deshalb 
wirksam ist, weil noch SH-Gruppen vorhanden sind, deren Triger 
entweder unwesentliche, alkoholunlésliche Begleitstoffe oder der 
Enzym-EKiweiBkomplex bzw. die enzymatisch aktive Gruppe selbst 
sein kénnen. 

Die Ergebnisse einiger unserer Spaltungsversuche, die in 
Tab. 1 zusammengestellt sind, zeigen, daB die katheptische 
Wirkung durch kleinste Mengen Jodessigsiure vollstaindig 
gehemmt wird. Aber die Gelatinehydrolyse bleibt nicht deshalb 
aus, weil SH- in SS-Verbindungen oder das dem Spaltungsansatz 
zugesetzte Cystein zu Cystin umgewandelt werden, sondern weil 
das Kathepsin an sich durch Jodessigsiure inaktiviert, 
und zwar wie es bisher den Anschein hat, irreversibel inaktiviert 
wird. Denn Proben von Spaltungsansitzen (Vol. 10 ccm), denen z. B. 
5 mg Cystein und 1,86 mg Jodessigsiiure zugesetzt wurden, gaben 
nach 24stiindiger Verdauungsdauer noch eine fast gleich- 
starke Nitroprussidnatrium-Reaktion wie solche zu Beginn des 
Versuches. Selbst bei Zusatz uiquivalenter Mengen Cystein und 


) Diese Z. 215, 64 (1933). 2) Diese Z. 216, 141 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COCXIX, 8 
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J odessigsiure zum Spaltungsansatz ist nach 24stiindiger Spaltungs. 
dauer in diesem auf Grund der Nitroprussidreaktion noch sovie] 
Cystein enthalten, daB die vorliegende Cysteinmenge geniigen miiBte. 
um alles vorhandene Kathepsin zu aktivieren. Es ist deshalb klar. 
daB ein erneuter Zusatz von Cystein zum 24stiindigen Spaltungs- 
versuch keinerlei Effekt mehr hervorruft.’) 


Tabelle 1. 


Eiswasserauszug*) aus einem 4 mal mit verdiinntem Alkohol je 1/, Stunde be- 
handelten, mit Alkohol-Ather getrocknetem Meerschweinchenleberpripar: at, 
Spaltungsansiitze 30 Minuten nach Beginn der Auszugsbereitung wie iiblich 
































angesetzt. Spaltungsdauer 24 Stunden; ¢ = 30° Titrationsprobe 2,00 cem. 
Aciditit 4 Nitroprussidreaktion ‘) 
Spaltungsansatz (Vol. 10 ecm) ‘weighs : ” 
0,05 n- KOH am Anfang | am Ende 
“a 0,48 @ 2 ae 
Mit 5mg Cysteiun .. . , 0,78 fo fe he ena 
Mit 1 ccm m/100- Jodessigsiiure . 0,02 — | — 
Mit 5 mg Cystein u. 1 cem*) sodas | 
Jodessigsiure . . 0,00 epee | pee 
Mit 5 mg Cystein u. 7 omg Jod- | 
essigsiure . 0,03 +eet 4. +L 
Mit 0,5 ecem m/100- Jodessigsiiure 0,04 — — 
Mit 0,25 ecm m/100-Jodessigsiure 0,05 — _ 
*) nach 24 Std. zu 10 ccm Ansatz 
+ img Cystein....... 0,00 ae afe fe fe fe fe | fe oe oe os he 
Setzt man zu papainhaltigen Spaltungsansitzen — ohne 
und mit Cystein- baw. HCN-Zusatz — Jodessigsiaure, so wird 


die Gelatinehydrolyse vollstandig unterbunden. Auch diese Hem- 
mung ist durch eine Inaktivierung des Papains und nicht durch 
eine Zerstérung des Aktivators bedingt. 





8) Anmerkung bei der Korrektur: Entnimmt man z. B. einem 20 ccm 
Spaltungsansatz mit 10 mg Cystein (im 25 ccm MeBkélbchen ohne Glycerin, 
t = 37,5 bzw. 40°, py =4 bzw. 5) im Verlaufe von 24 Stunden mehrere 
Titrationsproben (2 ccm), so ist nach dieser Zeit im restlichen Ansatz kein 
Cystein mehr nachzuweisen. Dagegen ist, wenn unter anaeroben Lbe- 
dingungen gearbeitet wird, kein merklicher Cysteinverlust festzustellen. 
Fiir die anfangs langsam verlaufende oxydatische, spiiter rasch verlanfende 
peroxydatische Dehydrierung des Cysteins sind Metalle des Substrates 
(Gelatine) verantwortlich. Glycerin hemmt die Autoxydation aber auch die 
Proteolyse. Durch kurze HCN-Einwirkung auf Proben der 24 stiindigen 
(aeroben) Spaltungsansiitze wird die urspriingiiche Stirke der Nitroprussid- 
reaktion wieder erreicht, was beweist, da8 Cystein zu Cystin dehydriert wird. 
*) 0,1 bzw. 1,0 cem des Ansatzes mit bzw. ohne Cystein gepriift. 
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Tabelle 2. 

1,5 °/)ige Papainlésung (Papayotinum Merck). Spaltungsansiitze wie iiblich; 

aktiviert mit Cystein oder Blausiiure. Spaltungsdauer 1 Stunde; ¢ = 40° 
Titrationsprobe 2,00 ccm. 
































: a Nitroprussidreaktion *) 
Spaltungsansatz (Vol. 10 ccm) nanan 
0,05 n-KOH | 2m Anfang | am Ende 
Ohne Cystein Saar ta” yok ee 0,40 ire is an 
Mit 5mg Cystein.... , 1,09 tee | fee 
Mit 1 eem m/100- -Jodessiesiiure 0,00 _~ = 
Mit 5 mg Cystein + 1 ccm m 100- 
Jodessigsiure. .... 0,04 + + + + +++ + 
Ohne HCN... 0,38 
Mit 5mg HCN 2 Stdn. aktiviert 0,91 
Mit 0,5 ccm m/100-Jodessigsdure 0,01 
Mit 5mg HCN 2 Stdn. aktiviert, 
dann + 0,5 cem — - Jod- Starker 
essigsiiure ... . ae eo 0,04 HCN-Geruch 


Cyanessigsiure, die nach Th. Bersin®) die Autoxydation von SH- 
Verbindungen fast ebenso stark beschleunigen soll wie Jodessigsiiure, hemmt 
die proteolytische Wirksamkeit nicht; Jod, das die Autoxydation dagegen 
nicht aktivieren soll°), hemmt Kathepsin und Papain auch in Anwesenheit 
von Cystein. 

I. 

Wenn man zu kathepsinhaltigen Loésungen®), die an sich 
keine oder eine gerade eben noch wahrnehmbare violettrote Fir- 
bung mit einer Nitroprussidnatrium-Lésung geben, zur vollstiin- 
digen Enzymaktivierung Blausiéure hinzusetzt und danach eine 
alkalische Probe davon mit Nitroprussidnatrium-Lésung versetzt, 
dann tritt eine deutlich wahrnehmbare, aber rasch wieder ver- 
schwindende violettrote Farbung auf. Diese Farbreaktion ist 
immer stirker als eine evtl. schon im Anfang festzustellende. 
Im Auszug liegen demnach SS-Verbindungen vor, die von Blau- 
siure in SH-Verbindungen iibergefiihrt werden. 

Gibt man z. B. zu 0,5 ccm einer 1,5°/,igen Papainlisung, 
in der bekanntlich ein Teil des Enzyms ebenfalls in ,,vollaktivem“ 
Zustande vorliegt, alkalische Nitroprussidnatrium-Lésung, dann 
tritt keine Farbreaktion auf. Setzt man aber zur Papainlésung 
etwas Blausiurelésung hinzu, und priift einige Minuten darauf 
mit Nitroprussidnatrium, so beobachtet man eine verhaltnis- 
miBig kraftige violettrote Firbung. Diese wird besonders schén 


*) Biochem. Z. 248, 3 (19382). 
*) Kathepsin aus zookinasefreiem Organpulver. 
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sichtbar und bleibt lingere Zeit bestehen, wenn man beim Zu- 
sammengeben der Lésungen in Eiswasser kiihlt. Die labile farbige 
Verbindung ist in der Kalte bestindiger. Es legen also auch, 
wie schon W.Grassmann") gefunden hat, in Papainrohlésungen 
SS-haltige Substanzen vor®), die von Blauséiure in SH-Verbin- 
dungen iibergefiihrt werden. 

Wie bekannt ist, bedarf es zur vollstindigen Aktivierung des 
Papains durch Blauséure einer ,,Inkubationszeit*®), die iibertliissig 
ist, wenn Schwefelwasserstoff oder Cystein an die Stelle von Blau- 
siure treten. Unsere Beobachtungen legen erneut die von 
W.Grassmann aufgeworfene Frage nahe, ob die Aktivierung des 
Papains und Kathepsins durch Blausiiure — wenigstens zum Teil — 
nicht durch diese direkt oder indirekt durch Ausschaltung hem- 
mender Schwermetalle erfolgt, sondern auf der Faihigkeit der 
Blausiure beruht, SS-Gruppen, die in Begleitstottfen, 
vielleicht auch im Enzym—EiweifSkomplex sitzen, in SH- 
Gruppen umzuwandeln. Diese Reaktion braucht einige Zeit 
zu ihrem yollstindigen Ablauf (Inkubationszeit). 


IIT. 

Entfernt man aus Organbrei nach E. Waldschmidt-Leitz 
und seinen Mitarbeitern’®) die Zookinase, d. i. SH-Glutathion, 
so enthilt das Organpulver und der daraus bereitete Auszug 
ein Teil des Kathepsins noch in einer Form, die Gelatine bei 
Py = 4 gilatt aufspaltet. Wir bezeichneten dieses Enzym als 
»vollaktives* Kathepsin, weil es der Erginzung durch Zookinase 
nicht bedarf, um wirksam zu sein. Wie in Tab. 3 erneut be- 
legt wird, liegt selbst in einem 6 mal mit verdiinntem Alkohol 
extrahierten Organpulver bzw. in Ausziigen daraus noch ebensoviel 
vollaktives Enzym vor, wie in einem dem gleichen Organbrei 
entstammenden Organpulver, das nur 8 mal extrahiert wurde. 
Die Priifung der Ausziige (Eiswasserausziige innerhalb 20 Minuten 
bereitet) mittels Nitroprussidnatrium ergab, daB in 2 ccm Auszug 
aus 3mal extrahiertem Organpulver noch eine gerade wahrnehmbare 
Violettfiirbung auftrat, wiihrend 2 ccm des aus 6mal extrahiertem 


) Z. angew. Chem. Ref. 44, 105 (1930); vgl. aueh H. A. Krebs, 
Biochem. Z. 238, 183 (1931). 

8) Und zwar viel mehr als in kathepsivhaltigen Ausziigen aus z00- 
kinasefreiem Organpulver. 
*® R. Willstitter u.W. Grassmann, Diese Z. 138, 184 (1924). 
10) Z. B. Diese Z. 188, 17 (1930). 
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Or ganpulver bereiteten Auszuges selbst in der Kilte nicht die ge- 
ringste Farbung zeigten. An Hand verschiedener zookinasefreier 
0 rganpulver- -Ausziige konnten wir uns nicht davon iiberzeugen, dab 
eine Parallelitat zwischen der Stiirke der Riteopinnsidendison und 
der Menge des vollaktiven Enzyms besteht. Danach hatte es also den 
Anschein, als ob die Wirksamkeit des vollaktiven Kathepsins nicht 
durch anwesende SH-Gruppen bedingt wire. Sollte sich dagegen 
herausstellen, daB dies doch der Fall ist*), dann kann es sich im 
Vergleich zur Menge Cystein, die zur vollstandigen Aktivierung 
des im Auszug noch vorliegenden inaktiven Enzyms notwendig 
ist, nur um auBerordentlich geringe Mengen von SH-Verbindungen 
handeln. Da diese so geringen Mengen einen so groBen Effekt be- 
wirken wiirden, kénnte man zur Annahme gedriingt werden, daB 
der Trager der mit Nitroprussidnatrium nicht mehr nachweisbaren 
SH-Gruppen das Enzym selbst oder das mit ihm vergesellschaftete 
Protein wire. 

Wahrend es mit Hilfe der Nitroprussidreaktion nicht méglich 
erscheint, eine Klirung dieser Verhiiltnisse herbeizufihren, gelingt 
dies vielleicht durch Versuche, von denen zwei in Tab. 3 und 4 
zusammengefaBt sind. Ob die Herabsetzung der Wirksamkeit des 
vollaktiven Enzyms bei aeroben, sowie die Erhéhung bei anaeroben 
Bedingungen durch eine Veriinderung vorhandener SH-Gruppen 
oder des Enzyms selbst bzw. beider bedingt ist, lieB sich bisher 


Tabelle 3. 


Vollaktives Kathepsin in Eiswasserausziigen aus Meerschweinchenleber- 

priparaten, die zur Entfernung der Zookinase vor dem Trocknen 3 bzw. 

6mal mit verdiinntem Alkohol je '/, Stunde lang auf der Schiittelmaschine 

extrahiert wurden. Spaltungsansiitze wie tiblich; Spaltungsdauer 24 Stdn.; 
t= 30°. Titrationsprobe 2,00 ccm. 








Acidititszunahme in eem 0,05 n-KOH 





nicht aktiviert mit Cystein 
Auszug aus aktiviert 








~ Ansatz im | Ansatz unter Ansats im 
MeBkélbchen O,-Uberdruck*) Me8kélbchen 








3mal alkoholextrahiertem 
Organpulver . . . 0,53 0,33 0,88 





6 mal alkoholextrahiertem 
Organpulver ... . 0,54 0,38 0,89 


*) 100 Schiittelperioden pro Minute. 


at) Vel. dazu den Befund auf S. 104. 
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Fortgesetzte Versuche iiber synthetische Haminkatalasen. 


7. Mitteilung iiber Katalase.’) 
Von 
Kurt G, Stern. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chem. Laboratorium des Strahleninstit. am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1933.) 


Das Problem der spezifischen Struktur der Fermenthimine, 
zu welcher Gruppe das ,,erste sauerstoffiibertragende Ferment“ 
Warburg), das Cytochrom (Keilin), die Katalase (Zeile) und 
die Peroxydase (Kuhn) gehéren, ist gegenwirtig in erster Linie 
ein Problem der kolloiden, stickstoffhaltigen Tragersubstanzen 
dieser Enzyme.?) Wiahrend die prosthetischen Farbstoffgruppen 
dieser Kérperklasse dank ihrer spektroskopischen und photo- 
chemischen Eigenschaften selbst im Gemisch mit anderen Himin- 
derivaten messend studiert werden kénnen, leidet die direkte Er- 
forschung der Tragersubstanzen darunter, daB uns bisher kaum 
spezifische Eigenschaften derselben bekannt geworden sind, die 
gestatten, sie von den stets im Uberschu8 anwesenden stickstoff- 
haltigen Begleitstoffen, vor allem von den vergesellschafteten 
Proteinen, zu unterscheiden. Hierdurch entfillt z. B. die Méglich- 
keit, die Trigerproteine mit Hilfe der in Enzymlésungen be- 
obachteten Absorptionsbanden im Ultraviolett eindeutig zu kenn- 
zeichnen.*) Uber das Trigerprotein der Katalase sind wir, ver- 
glichen mit den anderen Enzymen, insofern etwas besser unter- 
richtet, als das in der GréBenordnung des Himoglobins liegende 
Teilchengewicht?), sowie der isoelektrische Punkt des Enzyms 
‘(Py = 5,58]*) sehr wahrscheinlich Konstanten des Katalaseproteins 
darstellen. 


Um einen Einblick in die besondere Art der Bindung zwischen 
der Himingruppe und dem Protein der Katalase, welche fiir die 


) 6. Mitteilung: Diese Z. 217, 237 (1933). 

*) Vgl. auch bei D. Keilin, Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 245, 265 (1933). 
*) Vgl. K.G. Stern, Diese Z. 212, 207 (1932). 

*) K.G. Stern, Diese Z. 208, 86 (1932). 
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y (1931). 











") K. Zeile u. H. Hellstrém, a.a. O. 


H. Hellstrém 








‘Diese Z. 192, 


r 
ri Tabelle I. 
wait, Katalatische Aktivitét von molekulardispersen bzw. kolloiden 
in- oh coop eiemte” 
a 7 Spektrum 
ai “Aktis itt B F 
. Tovh: 937-UOpti- anden- 
Verbindung PHP bei an tre + 
mum , | schwerpunkte 
I? — PH ) uu 
Himatin ee 7,3 3,19+107—? 616; 534 
- Reduziertes Hiimatin 6.9 2,24-10~? 572 
} Nachschatt. 
pt Leberkatalase 7—8 5,4 10% 629: 5407 
a Kiirbiskatalase — 1,7 +10 629; 540 
Piperazin- parahiimatin . 7,2 7,3 -10~* 636 
: Piperazin-himochromogen 6,9 3,2 -107? 67: 537 
inolin-parahimatin 7,2 1,58-107 640 
a= ] hinolin- himochromogen 3.6 1,04-107~? 600: 558 
e- f= Isati tin-parahdmatin 7,85 2,.85-10—? 628 
10 satin-himochromogen . 6,9 1,01-10 590: 557 
‘_ i, |-Alanin-parahdmatin (,85 3,84-107 640 
i- '  4,]-Alanin-himochromogen . d,9—6,9 | 1,73-107? 290: 560 
er i, 1-Leucin-parahématin 1,85 3,82-107* 643 
28 | i.1-Leucin-himochromogen 6,9 1,99-107? 995; 565 
1 d-Arginin-parahimatin 7,85 3,78-107? 628 
, d-Arginin-himochromogen . 5,9; 7,2 | 2,03-10~? 190; 550 
h i,1-Prolin-parahimatin . i,85 3,46-107? 625 
' i. |-Prolin-himochromogen 3,6 2,51-10~° 190; 558 
: _  1-Tryptophan-parahimatin 8.5 3,54-107 630 
- |-Tryptophan- hiimochromogen 7,2 2,01-107? 610 
‘ Pepton-parahimatin . 7,85 2,72-107° 628 
Pepton-himochromogen 6,9 173-107? | 593; 570; 533 
v Gelatine-parahimatin 7,85 2.74-107? 618 
; (yelatine-himochromogen 6,9 2,53-107* 86: 561 
' Casein-parahimatin 7;2 1,73-107? 618 
Casein-haimochromogen 7,2—8,5 | 1,23-107? 68: 536 
Edestin-parahaimatin . 7,8—8,5 | 1,01-107? 628 
Edestin-himochromogen . 6,9—8,5 | 1,3 -107? 67: 536 
Denat. Edestin-parahimatin 7,85 1,96-107? 628 
Denat. Edestin-himochromogen 6,9 1,34-107? O70; 53¢ 


8) hie der pro Sekunde bei 0° durch ein Katalvsatermolekiil zer- 
legten Hydroperoxydmolekiile. 

*) Berechnet von J. B. S. Haldane [Proe. roy. Soc. B. 108. : 
nach den Daten von K. Zeile u. 
195, 
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cre 


1931) 
171 (1930): 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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aii Aktivitat — | 
% = Pu-VUpti- ° (banden- 
Verbindung io bei schwerpunkte) 
optim. py uu 
Ovalbumin-parahimatin . .... | 7,8—8,5 | 1,38-107? 625 
Ovalbumin-himochromogen .. . | 6,9—8,5 | 1,06-107~? 567; 534 
Denat. Ovalbumin-parahimatin. . | 7,2—8,5 | 1,64-107? 638 
Denat. Ovalbumin-himochromogen | 6,9—8,5 | 1,17-107? 569; 535 
Serumalbumin-parahimatin .. . 7,85 1,66+10—? 629 
Serumalbumin-hiimochromogen . . | 6,9—7,85] 1,3 -107* | 590; 570; 535 
Denat. Serumalbumin-parahimatin 7,85 2,94-10~? 650 
Denat. Serumalbumin-himochrom. 7,2 1,79-10—? 615 
Serumglobulin-parahimatin . . . | 7,2—8,5 | 2,27°107? 635 
Serumglobulin-himochromogen . 7,2 1,58-10~? |[590; 562; 534 
Denat. Serumglobulin-parahimatin 7,85 3,52-107? 635 
Denat. Serumglobulin-himochrom. 6,9 1,6 +107? 585; 558 


verschoben. Da das p,-Optimum der Katalase bekanntlich zwischen 
Py ¢ und §,5 gefunden wird, sind diese Beobachtungen eine weitere 
Stiitze fiir die Annahme von K. Zeile ®*), daB das Eisen im Katalase- 
himin im dreiwertigen Zustand, also in der Parahimatinform, 
vorliegt. Hierfiir sprechen weiter auch die spektroskopischen 
Beobachtungen, wonach die Parahimatine im Rot in etwa dem 
gleichen Wellenlaingengebiet maximal absorbieren wie die Kata- 
lase, deren Daten zum Vergleich in der Tabelle mit aufgefiihrt 
sind, wihrend die Himochromogene durchweg eine stark abweichende 
Absorption besitzen. Es ist bemerkenswert daB bei der Bindung 
von Himin an Proteine die p,-Zone der optimalen Wirksamkeit im 
Vergleich zu anderen Himinkomplexen meist deutlich verbreitert 
wird. Auch die Katalase besitzt ein relativ breites p,-Optimum. 

Nachdem wir an Hand eines Materials von ingesamt etwa 
80 verschiedenen Himinkomplexen der vorstehend beschriebenen 
Art einen Uberblick iiber die Verhiiltnisse bei der homogenen baw. 
mikroheterogenen Hydroperoxydkatalyse durch Haminkatalasen ge- 
wonnen hatten, wandten wir uns der Katalyse im heterogenen 
System zu. Hierbei bedienten wir uns einiger an sich bekannter 
Katalysatoren, deren makrodisperse Phase aus Tierkohle bestand: 
Wird Protohimin aus Phosphatliésung an Tierkohle adsorbiert, 
so wird — im Gegensatz zur Bindung an Tonerde oder Metazinn- 
siure — eine Aktivierung der Katalasewirkung bis iiber 200°/, 
erzielt [R. Kuhn und A. Wassermann®)]. Wahrend Adsorbate 


a 


8) Ber. chem. Ges. 61, 1550 (1928). 
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yon Himinkomplexen an grobdisperse Triigersubstanzen bisher, 
soweit ersichtlich, noch nicht auf ihre katalatischen Qualitiiten 
geprift worden sind, ist bekannt, da8 die Reduktion von Himin, 
Kopplung des Him mit Basen wie Arginin, Histamin oder Nicotin 
und folgende Adsorption auf Trigern von groBer Oberflichen- 
entwicklung (Tierkohle, Stirke, Silicagel) Katalysatoren ergibt, die 
— dem freien Himin weit iiberlegene — Sauerstoffiibertriger dar- 
stellen [Brit. Patent E. P. 304731 der Schering-Kahlbaum A.-G.°)). 
Daraufhin haben wir die katalatische Aktivitit der Adsorbate von 
Arginin-, Histamin- und Nicotinparahimatin bzw -himochromogen 
an Tierkohle (Carbo animalis Merck) bei drei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen (p, etwa 5, 7 und 8,5) im Warburg- 
Barcroft-Apparat gemessen. Kontrollversuche wurden mit reiner 
Tierkohle und mit Kohleadsorbaten von Haimatin und reduziertem 
Himatin ausgefiihrt. Es wurde auch vergleichsweise die kata- 
lytische Leistung eines nach Paal hergestellten kolloiden Platin- 
priparates bestimmt. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt ‘Tab. I, 
in die zum Vergleich die entsprechenden Ergebnisse mit den nicht- 
adsorbierten Hiaminkomplexen (im ruhenden System gewonnen) 
aufgenommen wurden. Es ist zu beachten, da die Zahlen nicht 
streng vergleichbar sind, da die Versuche im heterogenen Milieu 
bei 20° und diejenigen im homogenen System bei 0° durchgefiihrt 
wurden. Immerhin ist erkennbar, daB der von Kuhn und Wasser- 
mann (a. a. O.) beobachtete aktivierende Effekt der Adsorption von 
Himin an Tierhohle (nicht allein in der von diesen Autoren be- 
nutzten oxydierten Form, sondern auch in der reduzierten Stufe) 
reproduziert werden konnte. Die Bindung der Parahimatine und 
Himochromogene des Arginins, Histamins und Nicotins an Kohle 
scheint lediglich eine Verschiebung des p,,-Wirkungsoptimums zu 
bewirken, wihrend die katalatische Aktivitit — im Gegensatz zu 
der Funktion als Sauerstoffiibertriger — nicht nennenswert ver- 
‘indert wird. Uber ahnliche Erfahrungen hinsichtlich der gegen- 
seitigen Verschiebung der Stiirke katalytischer Funktionen bei 
Adsorption der gleichen Verbindung an den gleichen Trager be- 
richten Kuhn und Wassermann (a. a. O.): Die Bindung von 
Phosphat—Hiimin an Tierkohle bewirkt eine Aktivierung der H,O,- 
Katalyse, jedoch eine Hemmung der Sauerstoffiibertragung auf 
Leinélsuspensionen. Fiir derartige Erscheinungen diirfte im all- 
gemeinen weniger die direkte Teilname der Trigeroberfliiche an 


*) Vgl. Chem. Z. 1930, II, 765. 
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der Katalyse als eine bestimmte riumliche Orientierung der ad- 
sorbierten Katalysatormolekiile verantwortlich zu machen sein. 


Experimenteller Teil. 
(Unter Mitarbeit yon E. Stern und I. Wohlfeil.) 


Darstellung der Katalysatoren. Die Bereitung der in Tab.I auf- 
cefiihrten molekulardispersen sowie kolloidalen Himinkomplexe erfolgte in 
der gleichen Weise wie in der 5. Mitteilung dieser Reihe’) angegeben wurde: 
25 mg krystallisiertes Pferdehimin + 100 mg der N-Basen oder Aminosiuren 
bzw. 250 mg der Proteine wurden in 7,5 ccm 0,5 n-Natronlauge gelést. Zur 
Darstellung der Himochromogene wurden etwa 10 mg Natriumhydrosulfit zu- 
gegeben. Die Komplexbildung war stets nach wenigen Minuten vollstandig. 
Die denaturierten Proteine wurden nach der Vorschrift von H. F. Holden 
und M. Freeman”) bereitet, die fiir spektroskopische Studien einige Himo- 
chromogene aus denaturierten Proteinen und reduziertem Hiimatin dar- 
gestellt haben. Beispiel: Denaturiertes Serumalbumin-himochromogen. 
1 g natives Serumalbumin in 100 ccm 0,5 n-Salzsiure geldst, eine Woche im 
Thermostaten bei 40° gehalten. Den gréBten Teil des denaturierten Proteins 
durch py-Einstellung auf 5—6 mittels 2 n-Kalilauge ausgefallt, zentrifugiert. 
Zum Versuch 250 mg des feuchten Riickstandes zusammen mit 25 mg Himin 
in 7,5 eem 0,5 n-Natronlauge gelést und zur Reduktion etwa 10 mg Natrium- 
hydrosulfit zugesetzt. 

Die Darstellung der in Tab. II enthaltenen makrodispersen Kataly- 
satoren erfolgte im wesentlichen nach der Vorschrift des Brit. Patentes 
E. P. 304731. Beispiel: Histaminhimochromogen-Kohleadsorbat. 10 mg 
Himin in 20 eem Aq. dest. suspendiert, durch 8 Tropfen 0,5 n-Natronlauge 
in Lésung gebracht. Mit etwas Natriumhydrosulfit reduziert. 0,1 g reinstes 
Histamin zugegeben: Bildung feiner, roter Flocken. Nach Zusatz von 05g 
Carbo animalis Merck kriftig geschiittelt, etwa 10 Minuten im Kiihlschrank 
belassen, zentrifugiert. Uberstehende Fliissigkeit ist farblos, alles Hiamo- 
chromogen befindet sich demnach im Niederschlag. Adsorbat auf der Zentri- 
fuge 4 mal mit Aq. dest. gewaschen (Wascbfliissigkeiten sind farblos). Einige 
Stunden bei maximal 90° im Trockenschrank gehalten, im CaCl,-Exsiccator 
erkalten gelassen und im verschlossenen Wiigeglas aufbewahrt. Lockeres 
Pulver erhalten, das sich beim Schiitteln leicht im Versuchsansatz verteilt. 

Das kolloide Platinpriiparat wurde nach C. Paal*’) hergestellt. 

Versuchstechnik. Die Versuche im homogenen bzw. mikrohetero- 
genen System wurden wie friiher beschrieben‘) ausgefiihrt. Als Beispiel 
sei ein Versuchsprotokoll wiedergegeben. 37. Versuch: py-Kurve des 
Isatin-parahimatins. 

Katalysator-Stammlésung: 25 mg Himin + 100 mg Isatin (,,Zur Mikro- 
analyse“) in 7,5 ecem 0,5 n-Natronlauge gelést. Spektrum: 1 Bande, Mitte 
etwa bei 628 uu. (Gemessen im Autokollimationsspektroskop _Fuess).) 

Spaltansiitze: 35 cem 0,02 n-H,O, + 10 cem m/15-Phosphatpuffer (+ 1cem 
0,5 n-HCl) + Aq. dest. ad 49 cem. In schmelzendem Eise gehalten (6 Ansitze). 

‘°) Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 6, 79 (1929). 

11) Ber. chem. Ges. 37, 126 (1904). 
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Vorlagen: 24 Philipsbecher, beschickt mit je 5 cem 1°/,iger KJ-Lisung 
+3cem 33°,iger H,SOQ,. : 

Vor Versuchsbeginn aus jedem Spaltansatz 4,9 ccm entnommen und 
in ein Vorlagekélbchen iiberfiihrt. In das gleiche Gladschen 0,1 cem der 
Katalysatorlésung pipettiert: Nullabnahme. Zur Beschleunigung der Jod. 
ausscheidung 3 Tropfen einer waBrigen Molybdansiurelosung zugefiigt. Zum 
Versuch 0.9 cem der Katalysatorlésung in jeden Spaltansatz pipettiert und 
in genau gemessenen Intervallen von je 5 Minuten je 5cem entnommen 
und rasch in eine Vorlage iiberfiihrt. Titration nach Versuchsende mit 
0,02 n-Thiosulfat. 








Verbraucht cem 0,02 n-Thiosulfat 
Nr. Im Spaltansatz Pu segmental 
wz °V 5 10 





15 Min. Unmsatz 











1 10 eem m15-prim. Phosph. 
0.5n-HCl. . . | 3.6214.39 4,29 4.25 4.17 cem 0.22 cen 
2 | 2eccm sek. + 8 ccm prim. Ph. 


+ 1 ccm 


+icem 05n-HC]l. . . | 5,9 [4,46 4,31 4,13 3,99 0.47 
3 | 5ccem sek. +5 ccm prim. Ph. 

+icem 0,5n-HC]. . . | 6,91]4,37 3,96 3,63 3,38 0,99 
4 / 10ccm prim. Phosphat . . | 7,17] 4,30 3,67 3,32 3,02 1,28 


9 ecm sek. + 1 ccm prim. Ph. 











+icem 0.5n-HCl. .. | 7,85]4,30 3,76 3.38 2,98 1.32 
6 | 10 ccm sek. Phosphat 
+icem 05n-HC]l.. .{8.5 [4.27 3,65 3.29 3.00 1,27 


Die Versuche mit heterogenen Katalysatoren wurden im Warburg- 
Barcroftschen Mikrorespirationsapparat ausgefiihrt, wobei wir uns speziell 
fiir diesen Zweck angefertigter VersuchsgefiBe bedienten. Das wesentliche 
hierbei ist ein Glaskistchen (A in der Figur), dessen Stiel in einen koni- 
schen Glasstopfen ausliuft, der von aufen mittels einer Handhabe leicht 
gedreht werden kann. Der zweite Glaseinsatz (B in der Figur) dient zur 
Aufnahme von Kalilauge, falls dies erforderlich ist. Die Anordnung ge- 
stattet das exakte Einwiegen kleiner Substanzmengen und ihr Einkippen 
in den Hauptraum bei geschlossenem System. Ein Klebenbleiben von Sub- 


5 - 
— Beco 
Bo A — — 





Versuchsgefa8 zum Warburg-Barcroft-Apparat mit Vorrichtung zum Einkippen 
fester Substanzen.** 
stanz wird durch Einlage eines passenden Pertinaxblittchens vor dem Ein- 
fallen vermieden. Gegeniiber der iiblichen Gefa8form mit einem kleinen 
Anhanggefaf bietet diese Form den Vorteil eines quantitativen Arbeitens. 
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ung '  Beim Arbeiten mit Fliissigkeiten héheren Dampfdruckes, z. B. Aceton oder 
' Ather, ist diese Form allein anwendbar, da durch das friiher notwendige 
ind | wiederholte Kippen der ilteren GefiBe starke Druckiinderungen im System 
der | aguftraten, die bei der Drehung des Glasliffels vermieden werden. Wiihrend 
od- | des Versuchs wird der mit zihem Fett eingefettete Glasstopfen durch ein 
um passendes Gummiband fixiert. Die Eichung der Gefii%e erfolgt in iiblicher 
ind Weise. Wir bedienten uns der Methode der variierten Drucke. 
en Die manometrischen Versuche wurden durchweg bei 20,0 + 0,1° aus- 
nit | gefiihrt. Je ein Gefi8 der ilteren Form diente als Thermobarometer (mit 
2.5 eem Aq. dest. beschickt) und als Kontrolle fiir die Spontanzersetzung 
= _ des Hydroperoxyds beim Schiitteln (2,5 cem Spaltansatz und ein Pertinax- 
, blittchen). In den beiden HauptgefiBen befanden sich im Hauptraum je 
ié - 25 eem des Spaltansatzes (bereitet aus 35 cem H,O,-Liésung + 10 cem m/15- 


Phosphatpuffer [py 5, 7 oder 8,5] + 5 cem Aq. dest.). Diese Substratmenge 
verbrauchte im Mittel 4 cem n/100-Thiosulfatlésung, die Hydroperoxydkonzen- 


46. Versuch: Zerlegung von Hydroperoxyd durch Argininhimatin- 
und Histaminhimatin-Kohleadsorbat bei p,, 8,5 und 20°. 
Substratgemisch: 35 cem H,O,-Lésung + 10 cem m/15-Na,HPO, 
+ 5cem Aq. dest. 

2,5 cem verbrauchen 3,85 cem n/100-Thiosulfat; p,, etwa 8,5. 





Gefab I GefiB II Gef iB IIT Gef iB IV 


Thermobarometer 





(Anhanggef iB 1)}(AnhanggefiB 2) (KippgefiB A) r Kippgefi8 B) 


Hauptraum} 3 cem Aq. dest. | 2,5 cem Substrat 2,5 eem Substrat 











a a ee Arginin- [1 mg Histamin- 


himatin-Kohleadsorbat 
























































Gasraum . Luft Luft Luft 
GefiBkonstanten .... . Ko, = 1,14 Ko, = 1,4 Ko, = 1,4 
mm A mm A mm 4d mm 4 
Hiihne nach 20 Min. geschlossen. Vor dem Einkippen der Katalysatoren: 
0 Min. 150 150 150 150 
5 ,, 150 151 150 151 
% , 150 150 150 151 
Zwischen 36 und 37 Min. eingekippt: 
45 Min. 150 152 164 167 
60 ,, 150 152,5 172 173 
16 ee 149 —1 151 +1 177 +27 170 +19 
Korrektur fiir Thermobarometer +1 3 ee 
+2mm +28 mm +20mm 
Demnach in 40 Min. entwickelt (emm 0,) 2,28 39,2 28.0 
Korrektur fiir Spontanzersetzung . . — 2,3 — 2,3 
Durch d. Katalysatoren entw. (emm 0,) 9 
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tration war demnach etwa 0,015 n. In den Kippeinsitzen befand sich auf 
einem Pertinaxblittchen eine Einwage von 1 mg des Katalysators. Nac}, 
etwa 25 Minuten langem Schiitteln bei offenen Haihnen zum Temperatur. 
ausgleich wurden die Hihne geschlossen und zunichst wahrend 15 bis 
30 Minuten die Spontanzersetzung des Substrates beobachtet. 

Sodann wurde unter Markierung der Zeit der Inhalt der Kipptrige 
durch rasches Drehen von auBen zusammen mit der Pertinaxunterlage jn 
den Hauptraum eingeschiittet und die Sauerstoffentwicklung in Intervallen 
von 10 bis 15 Minuten meist tiber eine Versuchszeit von insgesamt 60 Minuten 
gemessen. Zur Berechnung der Katalysator-Aktivitét wurden die Sauerstoff- 
mengen zugrundegelegt, die in Versuchszeiten zwischen 40 und 50 Minuten 
entbunden worden waren. Es wurden nur solche Versuche verwertet, in 
denen sich die Spontanzersetzung des Substrats, gemessen an der katalysator- 
freien Kontrolle, in sehr engen Grenzen (2 bis 5 emm O, entsprechend) ge- 
halten hatte. Als typisches Versuchsprotokoll diene Versuch 46. 

Berechnung der Aktivitat der Katalysatoren. a) Versuche im 
homogenen bzw. im mikroheterogenen System. 1 cem der Kata. 
lysatorstammlésungen enthielt 3,33 mg Himin. Da in 50 cem der Spaltansiitze 
1 ccm dieser Lésung untergebracht wurde, enthielten 5 cem des Spaltansatzes 
(Volumen der titrierten Abnahmen) 0,33 mg Himin. Himin (C,,H,,.N,O,FeC)): 
Mol.-Gew. 651. 0,33 mg Hémin demnach gleich 0,0005082 Millimole-1 ccm 
0,02 n-Thiosulfatlésung Umsatz-Aquivalent: 0,01 Millimole Hydroperoxyd, 
Werden in 15 Minuten Versuchszeit 0,01 Millimole H,O, umgesetzt, so betriigt 
der Umsatz in 1 Sekunde 0,000011 Millimole H,O,. Wenn 0,0005082 Millimole 
Himin-Eisen in 1 Sekunde 0,000011 Millimole H,O, umsetzen, dann entspricht 
dies einem Umsatz von 0,0216 = 2,16 -10—? Molen Hydroperoxyd/pro sec 
durch i Mo] Katalysator. Die Aktivititsangaben der Tab. I sind demnach 
erhalten worden, indem die nach 15 Minuten Versuchsdauer im py-Optimum 
verbrauchte Thiosulfatmenge in cem mit dem Faktor 2,16 + 107? multi- 
pliziert wurde. 

b) Versuche im heterogenen System. in den Kohleadsorbaten 
waren 10 mg Hamin an 500 mg Kohle gebunden. Da zu jedem Versuch 
1 mg Adsorbat benutzt wurde, befanden sich im Versuchsansatz 0,02 mg 
Himin = 0,0000308 Millimole Haimin. Das Molekularvolumen von 1 Mol 0, 


betrigt bei 20° und 760 mm Hg 24,046 Liter | mach der Formel 


+ | 


{ 7 \ ‘ : 8 : 
nme: Diese Gasmenge, entsprechend 32g O,, wird beim 


= Vo° | 1 od —- 
979 
aid 


Zerfall yon zwei Molen H,O, (nach der Gleichung: 2H,O, = 2 H,O + 0, 
entwickelt. Daraus berechnet sich, daB 1 cmm O, 0,00283 mg H,0, entspricht. 
Wird durch 0,0000308 Millimole Haimineisen 1 cmm O, = 0,00283 mg Hydro- 
peroxyd umgesetzt, so setzt 1 Mol Katalysator 91,9 g = 2,7 Mole Hydro- 
peroxyd um. Die Aktivitét der einzelnen Adsorbate wurde sodann nach 
der Formel a cmm OQ, - 2,7/t Sekunden berechnet (Zahlenwerte vgl. Tab. Il). 
Die katalatische Aktivitét der reinen Kohle bzw. des kolloiden Platins wurde 
analog unter Beriicksichtigung der veriinderten molaren Konzentrationen 
(aquivalent 1 mg pro Ansatz) festgestellt. 
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Uber Enzyme in Tumoren. I. 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz, Ellice Me Donald und Mitarbeitern. 


Mit 7 Figuren im Text. 





(Cancer Research Laboratories, University of Pennsylvania, Graduate School of Medicine 
Philadelphia.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1933.) 


Die durch die Untersuchungen O. Warburgs vermittelten 
Erkenntnisse, durch welche die Frage nach der Kigenart bésartiger 
Geschwiilste als ein Stoffwechselproblem gekennzeichnet worden 
ist, stellen der Krebsforschung die Aufgabe, den enzymatischen 
Apparat der Tumoren, der fiir Richtung und Ausmaf der Stoff- 
wechselvorginge in ihnen ausschlaggebend ist, im Verlaufe ihrer 
Entwicklung zu beschreiben und die wechselseitigen Beziehungen 
im enzymatischen Haushalt des erkrankten Organismus zu ver- 
folgen, die Abhingigkeit der Enzymsysteme beispielsweise in den 
gesunden Organen von denen der erkrankten. Diese Aufgabe ist 
noch wenig bearbeitet worden. Es fehlt an systematischen Unter- 
suchungen, welche einen gréBeren Kreis funktionell wichtiger intra- 
zellularer Enzyme erfassen. Die Durchfiihrung dieser Aufgabe 
ist das Ziel einer Arbeitsgemeinschaft, iiber deren erste Ergebnisse 
wir nachstehend berichten. 

Die hier mitgeteilte Untersuchung umfaBt die Priifung von 
experimentell erzeugten Tumoren, Carcinom und Sarkom, und von 
Organen auf intrazellulire proteolytische Enzyme, Kathepsin so- 
wie Peptidasen, ferner auf Arginase, Desamidasen, Phosphatase 
und Katalase. Ihr dient als Grundlage fiir den Vergleich der 
Entwicklungs- und Alterungsstufen der Geschwiilste die patholo- 
gisch-anatomische Analyse ihrer strukturellen Elemente und die 
Bestimmung ihres Anteils an der Gesamtsubstanz. Wir unter- 
scheiden zwischen parenchymatiésen, fibrésen und nekrotischen 
Anteilen. Die enzymatische Analyse wird also zuriickgefiihrt auf 
die strukturelle Zusammensetzung des Tumors, wenngleich deren 
Bestimmung mehr auf Grund einer Schitzung als auf numerisch 
exakter Basis erfolgen kann. Aber die so gewonnenen Erkennt 
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nisse sind eindeutig genug, um die grofe Linie der Veranderunger 
in der Menge der einzelnen Enzyme aufzuzeigen, um bestimmte 
gesetzmiibige Beziehungen zu den Bauelementen des Tumors er- 
kennen zu lassen; damit stiitzen sie zugleich die Sicherheit der 
pathologisch-anatemischen Schatzung. 
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Von den untersuchten Enzymen zeigt die Mehrzahl, nimlich 


en 
Kathepsin, Phosphatase sowie die Desamidasen, mit der Alterung 
der Tumoren, der Zunahme an nekrotischem Gewebe in ihnen, 
eine stetige und bedeutende Abnahme der Enzymmenge (vgl. 
Fig. 1—4): es ist daraus zu schlieBen, da diese Enzyme fast 
ausschlieblich im Parenchymgewebe der Tumoren enthalten sind. 
Arginase dagegen zeigt das entgegengesetzte Bild; ihre Menge 
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nimmt mit steigender Nekrose erheblich zu (vgl. Fig.5). Es hat den 
Anschein, daB die Arginase vorwiegend in den nekrotischen Ge- 
websanteilen und nur in untergeordnetem MaBe in dem wachsenden 
Gewebe zu suchen ist. Eine Deutung fiir die Anhaufung der 
Arginase gerade in den zerfallenden Gewebselementen mag man 
suchen in der Annahme, da die Mitwirkung dieses Enzyms, dem 
nach den Untersuchungen von H. A. Krebs’) bei der Harnstoff- 
bildung eine wesentliche Rolle zukommt, wihrend der spiteren 
Stadien des Zerfalls der Zellsubstanz in besonderem MaBe er- 
forderlich ist. Die Menge der peptidspaltenden Enzyme anderer- 
seits, von Amino-polypeptidase und von Dipeptidase (vgl. Tab. 1 
des Versuchsteils), sowie die der Katalase (Tab. 5) zeigt keine 
deutliche Abhingigkeit vom Alterungsgrad der Tumoren; die 
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Fig. 5. Arginasegehalt und Tumoralterung. 


beobachteten Schwankungen mégen hier mit einer der Menge 
nach wechselnden Infiltration der Tumoren durch Leukozyten zu 
erklaren sein, wie sie die pathologisch-anatomische Analyse in 
manchen der untersuchten Fille hat erkennen lassen. 

Fiir das Verstindnis der Verinderungen des enzymatischen 
Apparates in den Tumoren und seiner Bedeutung erscheint die 
Verfolgung des Enzymgehaltes in anderen Organen des Tierkérpers 
besonders aufschluBreich. So findet man fiir einige der unter- 
suchten Enzyme, wie aus dem Versuchsteil ersichtlich ist, deut- 
liche Veriinderungen der Enzymmengen in der Leber und in der 
Niere der erkrankten Tiere: der Gehalt an Kathepsin’) und an 


) Diese Z. 210, 33 (1932). 
*) Vgl. dazu die Beobachtungen von E. Maschmann u. E. Helmert, 
Diese Z. 216, 163 (1933). 
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Arginase in der Leber ist herabgesetzt, die Phosphatasemenge 
in der Niere dagegen erhéht. Eine lohnende Aufgabe, die wir 
in Angriff genommen haben, wird es sein, die schrittweisen Ver- 
finderungen im Enzymgehalte nicht betroffener Organe bei der 
Alterung des Tumors zu verfolgen, um zu einer Bilanz des Enzym- 
haushaltes in den erkrankten Organismen zu gelangen. Dazu ge- 
héren auch die Veranderungen des enzymatischen Apparates in 
der Muskulatur, in welcher z.B. G. Klein und W. Ziese?) das 
Auftreten von Arginase bei karzinomatésen Tieren beschrieben 
haben. 


Der Vergleich des Enzymgehaltes in den Tumoren mit dem 
in den Organen und in der Muskulatur gesunder Tiere anderer- 
seits, den wir durchgefiihrt haben, fiihrt zu der Feststellung, dai 
in den meisten Fallen der Enzymgehalt des Tumors dem der 
normalen Organe dhnlich, von dem des Muskelgewebes aber der 
GréBenordnung nach verschieden ist. Arginase einerseits, die in 
der normalen Muskulatur gar nicht, in den Tumoren aber in gréferen 
Mengen, sowie in der Leber, angetroffen wird, adenylsiuredesami- 
dierendes Enzym andererseits, das im Muskel in viel gréferer 
Menge zu finden ist als in Leber oder Tumor, seien als Beispiele 
hier angefiihrt; auch der verschiedene Gehalt der Tumoren an 
dem die Adenylsiure und an dem Guanin desamidierenden Enzyn, 
der jeweils dem der Leber, aber nicht dem der Muskulatur ent- 
spricht, ist fiir diese Beziehung kennzeichnend. Unter den bis 
jetzt untersuchten Beispielen nimmt nur der ungewohnlich hohe 
Katalasegehalt in der Leber eine Sonderstellung ein. Es hat den 
Anschein, daB der Tumor hinsichtlich seiner enzymatischen Aus- 
riistung als ein unspezifisches Organ anzusehen ist, in welchem 
nicht nur die ubiquitiren intrazelluliiren Enzyme, sondern auch 
die im normalen Organismus lokalisiert auftretenden, und in ahn- 
lichen Mengen wie in den spezifischen Organen, sich finden. Von 
dem Muskelgewebe, in welches der wachsende Tumor eingebettet 
ist, ist das Tumorgewebe in seiner enzymatischen Aktivitit jeden- 
falls wesentlich unterschieden. 


Eine wichtige Beobachtung besonderer Art ergibt sich aus 
der vergleichenden Untersuchung des Aktivierungszustandes in 
den Tumoren einerseits und in der Leber gesunder und erkrankter 
Tiere andererseits, die wir fiir zwei einer spezifischen Aktivierung 


1) Z. Krebsforschg. 37, 323 (1932). 
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bediirfende Enzyme, Kathepsin und Arginase, vorgenommen haben. 
Zwar findet man den Aktivierungsgrad des Kathepsins in den 
Tumoren, unabhingig von deren Alterung, nicht eindeutig ver- 
schieden von dem in der Leber gemessenen (vgl. Fig. 6); eine 
einsinnige Veriinderung in der Menge der fiir die Kathepsin- 
aktivierung erforderlichen Sulfhydrylverbindungen scheint danach 
in den Tumoren nicht zu bestehen.') Fiir die Arginase aber, zu 
deren Aktivierung es des Zusammenwirkens von z. B. Sulfhydryl 
und Schwermetall bedarf, ist kennzeichnend, da’ die Menge des 
in aktiviertem Zustande vorliegenden Enzyms in den umoren 
bei deren Alterung nur eine unwesentliche Erhéhung erfihrt, 
wihrend die Gesamtmenge vorhandener Arginase, durch maximale 
Aktivierung mit Cystein—Eisen ermittelt, gleichzeitig auf ein Viel- 
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Fig. 6. Aktivierungsgrad des Kathepsins 
und Tumoralterung. 


faches gesteigert wird?) (vgl. Fig. 7). Auch in den Lebern karzino- 
matéser Tiere liegt das Enzym nur in teilweise aktivierter Form 
vor. Fir die Unvollstindigkeit der Arginaseaktivierung ist, wie 





1) Vgl. dazu H. Kleinmann u. F. Werr, Biochem. Z. 241, 108, 140, 
181 (1931); P. Rondoni, Biochemie. J. 26, 1477 (1932); E. Maschmann u. 
E. Helmert, Diese Z. 216, 141, 171 (1933). Auf die Befunde der letzt- 
genannten Autoren wird der eine von uns demniichst an anderer Stelle 
niher eingehen. 

?) Vgl. die nach AbschluB unserer Arbeit veréffentlichten Beobach- 
tungen von 8. Edlbacher, J. Kraus u. F. Leuthardt, Diese Z. 217, 
89 (19383). 
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die Auswertung der Versuche ergibt, nicht so sehr ein Mange! 
an Sulfhydryl, sondern vor allem der Mangel an Schwermetal] 
verantwortlich; insbesondere in den Beispielen mit stark gestei- 
gertem Arginasegehalt, bei fortgeschrittener Nekrose, wird durch 
den Zusatz von Eisen allein eine sehr bedeutende, oft schon die 
maximale Aktivierung des Enzyms erreicht, wahrend die akti- 
vierende Wirkung von Cystein eine viel unbedeutendere ist. Diese 
Feststellung erscheint bemerkenswert. Die Aktivierung der Argi- 
nase ist nimlich, wie sich aus einer demnichst zu verdfient- 
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Fig. 7. Aktivierungsgrad der Arginase und Tumoralterung. 


lichenden Untersuchung ergibt, mit einem Oxydo-Reduktionsvor- 
gang gekoppelt, an welchem komplex, z. B. an Sulfhydryl ge- 
bundenes Schwermetall beteiligt ist; eine Aktivierung des Enzyms 
durch Cystein—Eisen ist nur in Gegenwart von Sauerstoff zu 
bemerken, sie unterbleibt beispielsweise in Wasserstoffatmosphiire. 
Diese Beobachtungen legen den Gedanken nahe, daB die Unvoll- 
stindigkeit der Arginaseaktivierung in den Tumoren auf die nim- 
liche Ursache zuriickzufiihren sei wie die Herabsetzung des nor- 
malen Atmungsstoffwechsels in ihnen, etwa auf den Mangel an 
reaktionsfahigem Schwermetall von besonderer Bindungsart. Diesen 
Gedanken weiter zu verfolgen, wird eine der Aufgaben unserer 
Untersuchung sein. 
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Versuchsteil. 


I. Pathologisch-anatomische Analyse. 
(Bearbeitet und mitgeteilt von Wilhelm C. Hueper.) 


Von den beiden transplantablen Rattentumoren, die in der 
yorliegenden Arbeit benutzt wurden, war der eine (Philadelphia 1) 
ein fibrosierendes Sarkom, der andere (Walker 256) ein zellulires, 
zu friher und ausgedehnter Nekrose neigendes Carcinom. Die 
beiden Geschwiilste unterscheiden sich sowohl biologisch als auch 
histologisch in verschiedener Hinsicht. 


Sarkom Philadelphia 1: Die Wachstumsgeschwindigkeit des unter 
die Bauchhaut verimpften Tumors war miBig. Metastasen wurden nur 
gelegentlich in den axilliiren und inguinalen Lymphknoten in Gegenwart 
groBer Tumoren gefunden. Kleinere Geschwiilste waren von einer im all- 
gemeinen gut ausgebildeten Bindegewebskapsel umgeben, so daB sie ohne 
Schwierigkeiten auf dem stumpfen Wege ausgeschilt werden konnten. Bei 
gréBeren Tumoren war hiufig die Haut und die Muskulatur der Bauchdecke 
von dem Tumorgewebe infiltriert und mit ihm fest verwachsen. Die Schnitt- 
fliche der ziemlich festen Tumoren hatte ein leicht rosafarbenes, homogenes, 
speckartiges Aussehen. In ilteren und gré8eren Tumoren war stets ein 
mehr oder weniger ausgedehnter weiBer, fibrillirer Mittelteil vorhanden, 
der undeutlich von der rosafarbenen Peripherie abgegrenzt war und hiufig 
eine gelbe Fleckung aufwies. Das gesunde Tumorgewebe bestand aus 
diffusen Massen oder breiteren und schmiileren Stringen von unregelmibig 
runden bis linglich ovalen, mittelgroBen Tumorzellen, die selten Teilungs- 
figuren zeigten und oft fibrillire Fortsitze hatten. Das umgebende Stroma 
war ein fibréses Bindegewebe, das in den zentralen, makroskopisch weif 
erscheinenden Teilen des Tumors oft hyalinen Charakter hatte und kleine 
Gruppen und diinne Striinge von atrophisch erscheinenden Tumorzellen 
umschloB. Ausgedehnte Nekrosen waren im allgemeinen nicht vorhanden. 
Kleinere Nekrosen und Degenerationsherde wurden in méBiger Zahl im 
Zentralteil verstreut und besonders an der Grenze zwischen gesundem und 
fibrésem Tumorteil beobachtet; sie waren nicht selten von geringen bis 
maBig starken Leukozytenmassen umgeben und infiltriert. 


Carcinom Walker 256: Der Tumor zeigte eine auBerordentlich rasche 
Proliferationsgeschwindigkeit; bei einzelnen Tieren war 6—8 Wochen nach 
der Inokulation der Tumor ungefiihr ebenso schwer wie die Ratte selbst. 
Metastasen wurden hiufig in den axilliren und inguinalen, aber auch ge- 
legentlich in den retroperitonealen Lymphknoten beobachtet. Die stumpfe 
Ausschilung dieses Tumors war hiufig nicht méglich, da die bindegewebige 
Kapsel relativ zart und der Tumor sehr weich war. Feste Verwachsungen 
mit der Bauchdecke traten friihzeitig auf. Ulzerationen des Tumors durch 
die Haut waren nicht ungewohnlich in mittelgroBen und die Regel in groBen 
Geschwiilsten. Das gesunde Tumorgewebe zeigte auf der Schnittfliche ein 
rosafarbenes, homogenes Aussehen; doch schon bei verhiltnismifig kleinen 
Tumoren waren Nekrosen von wechselnder Ausdehnung die Regel, wihrend 
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sie bei groBeren Geschwiilsten im Vordergrund standen und die Hauptmasse 
des Tumors ausmachten, so daB oft nur eine sehr enge periphere Zone ge- 
sunden Tumorgewebes ganz oder teilweise die Geschwulst umgab. Der 
zentrale, nekrotische Teil des Tumors war gewoéhnlich eine gelblich braune. 
weiche, kisige, brécklige Masse mit unregelmiiBigen, kleinen Héhlen; dies: 
enthielten eine gelbliche, serése Fliissigkeit, welche auch reichlich von der 
Schnittfliche gquoll. Rétlich gefiirbte, undeutlich abgegrenzte Bezirke und 
Blutungen waren oft vorhanden, insbesondere da, wo nekrotisches und ge- 
sundes peripheres Tumorgewebe sich beriihrten; auch erschienen sie als 
streifenférmige Gebilde in der peripheren Zone. 


Die histologische Untersuchung ergab das Bild eines hochzelluliren 
Carcinoms, das aus dichten Massen groBer, polygonaler Zellen mit hiufigen 
Mitosen bestand. Das im allgemeinen geringe Stroma war ein lockeres, 
gefiBreiches Bindegewebe. Der brdunliche Zentralteil war hochédematiis 
und enthielt Tumorgewebe in allen Stadien der Degeneration und Nekrose. 
Leukozytire Infiltrationen waren gewéhnlich in ausgedehntem Mafe vor- 
handen und wurden besonders im Bereich der vollkommen zerfallenen 
Tumorbezirke gefunden; die GefiBe in nekrotischen Herden und in deren 
Nachbarschaft waren oft mit dichten Massen von Leukozyten gefiillt. In 
Tumoren, in denen Oberflichenulzeration vorhanden war, umgab ein dichter 
und breiter leukozytérer Wall den von dem Geschwiir sich in die Tiefe 
erstreckenden, kisig nekrotischen Bezirk. Hiimorrhagische Extravasationen 
waren hiufig. 


Da es die Absicht der vorliegenden Arbeit war, die quantitativen und 
qualitativen Beziehungen zwischen gewissen im Tumorgewebe vorkommenden 
Enzymen und seinen verschiedenen Gewebsbestandteilen zu untersuchen, 
so versuchte man die histologischen Faktoren so genau, wie es praktisch 
moglich war, in dieser Hinsicht zu erfassen. Zu diesem Zweck wurde 
jeder enzymatisch zu priifende Tumor gewogen und auf einem Querschnitt 
durch seine Mitte der makroskopisch gesunde und der degenerierte Tumor- 
anteil durch Messung festgelegt; auberdem wurde die histologische Struktur 
des Tumors an mit Himatoxylin-Phloxin gefirbten Schnitten bestimmt. 
Mit Hilfe der so gewonnenen Daten wurde dann der prozentuale Anteil 
von Parenchym, Fibrose und Nekrose in den Tumoren schiitzungsweise 
ermittelt. In der makroskopischen und mikroskopischen Beschreibung der 
Tumoren wurde ferner auch die Anwesenheit von Blutungen, Odemen, 
Ulzerationen und leukozytiren Infiltrationen sowie der Typ der Degeneration 
und Nekrose vermerkt. 


Il. Enzymatische Analyse. 


1. Proteolytische Enzyme (Bearbeitet von Arnulf Purr). 


Tabelle 1. 


Proteolytische Aktivitiét und Tumoraiterung. 


(Tumoren bzw. abgetrennte Anteile derselben, sowie Organe unmittelbar nach 
der Exstirpation grob mit der Schere zerschnitten und durch sofortiges Ein- 
tauchen in fliissigen Stickstoff gefroren, darauf durch Zerschlagen mit dem 
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Hammer pulverisiert; Susp. des zerkleinerten Materials in 107TIn. 90°/,igem 
bzw. Extraktion mit 10 Tln. 60°/,igem Glycerin; angew. 7,0 ccm Susp. bzw. 
Auszug, zur Aktivierung 30 Min. bei py=7 mit H,S behandelt; 5,0ccem 8 °/, iger 
Gelatine; 1,0ccm n-Essigsiiure; Gesamtvol. 25,0cem; pp=4,0; 248td., 30°: 
Angaben beziehen sich auf die zur Analyse entnommene Probe von 10,0 ccm 
des Ansatzes (entspr. 2,8ccm Enzymlésung) und bedeuten NH,-Zuwachs in 
com 0,05 n.; Ansatz fiir die Bestimmung der Amino-Polypeptidase enth. 0,25 ccm 
Enzymlésung, 0,244g Leucyl-di-glycin + 2,0 cem n- Ammoniak-Ammonchlorid- 
puffer von pp=9,5, Gesamtvol. 10,0ccm, pp=7,8, 3Std., 30°; Ansatz fiir die 
Bestimmung der Dipeptidase enth. 0,25 ccm Enzymlésung, 0,188 g Leucyl- 
glycin + 2,0 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 9,5, Gesamtvol. 
10,0cem, po = 7,8, 3 Std., 30°; Angaben bedeuten Aciditiitszuwachs in ccm 
0.05 n.; P= parenchymatéser, N = nekrotischer, F = fibréser Anteil in °/,.] 


Kathepsin. 








Tumor Glye.-Suspens. | Glye.-Auszug | Polypept. ay 
































_ | P|] NF es serosa ts A 
Stamm | Nr. ohne mit Aktiy.| ohne | mit Aktiy. | Suspens.’)| Suspens.’) 
Ph.1  P26]90] 0710] 0,42 | 2,62 0,35 2.80 0,52 0,45 
P22];70] Of} 30] 1,20 | 2,40 0,72 2,10 0,40 0,34 
P 7T]50] OF 50] 0,64 1,60 0,32 1,60 0,27 0.25 
P11]40] 5155] 0,65 | 1,44 0,37 1,44 0,38 0,32 
P18] 40] 15145] 0,37 1,44 0,40 1,60 0,60 0,41 
P 4]40] 20]40; 0,72 = 1,60 - — 0,18 0,11 
P 16] 35] 15]50] 0,24 0,74 0,16 0,74 0,50 0,45 
P 12135] 20] 45] 0,74 1,30 0,48 1,44 0.68 0,55 
P 20] 25] 55] 20] 0,29 1,12 0,29 0,98 — : 
W256 P19]85] 15] Of} 0,42 1,26 0,28 1,12 0,27 0,22 
P14]80] 15] 5] 0,37 1,16 0,37 1,40 0,23 0,18 
P15]75] 25] Of 0,56 0,87 0,56 | 1,12 0,28 0,16 
P17}40] 20]40] 0,24 0,87 0,16 1,00 0,29 0,20 
P 25130] 55)15] 0,42 1,20 0,29 1,01 0,51 0,47 
P 10] 20] 60]10] 0,32 0,74 0,37 0,96 0.55 0,40 
P 27}15] 70]10] 0,24 0,56 —_ — — — 
P 24/15] 75] 10] 0,37 0,56 0,32 0,74 0,75 0,67 
P 8] 5] 90] 5] 0,56 0,80 0,37 0,74 0,35 0,31 
P Of} O]100] Of 0,12 0,24 — | — 0 0 
Leber, normal...... 1,00 1,82 1,26 | 1,54 0,30 0,25 
Leber, krank (P 4)... | 0,32 1,00 0,32 1,10 ~- — 
‘s (P10)... | 0,65 1,50 0,65 1,40 0.55 0.40 
© oS... 2086 1,30 0,48 1,30 0,35 0,31 
Muskulatur, normal. . . | 0,12 0,12 0 0 0,08 0,07 
‘ 0,15 0,22 0 0 0,06 0,04 

















1) Zwischen dem Enzymgehalte in Glycerinsuspension und Glycerin- 
auszug fand man keine merklichen Unterschiede. 
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2. Arginase. 
(Bearbeitet von Leopold Weil.) 


Tabelle 2. 
Arginaseaktivitit und Tumoralterung. 


(Priparierung der Tumoren und Organe, wie in Tab. 1; zerkleinertes Mate- 
rial a) in 90°/,igem Glycerin suspendiert (1:10), b) 1 Stunde mit 60°, izem 
Glycerin (1:10) extrahiert; angewandt 5,0 cem Enzym (Tumor) bzw. 0,50 ccm 
(Leber) bzw. 10,0 cem (Muskulatur); zur Aktivierung angewandt 2,0 ccm 
neutralis. Cystein-HCl-Lésung (entspr. 20 mg Cystein-HCl) bzw. 0,50 com 
0,1 n-FeSO,, mit dem Enzym 1 Stunde bei pp=7 und 30° belassen; 10,0 ccm 
1°/,igem Arginincarbonat + 5,0 ccm 0,1 mol. Glykokollpuffer von px = 9,5; 
60 Minuten, 30°; Angaben bedeuten verbrauchte ccm 0,02 n-H,SO,, wie 
iiblich bestimmt'); P = parenchymatéser, F = fibréser, N = nekrotischer 
Anteil in Prozent.) 
























































Tumor Glycerinsuspension Glycerinauszug 
N| PIF ———— — 
Stamm Nr. ohne Zus.| mit Fe Cyst. Cyst._Fe] ohne Zus. | mit Cyst.-Fe 
Ph.1 Wi7| 0/60/40] 34 | 4,1 , 7,9 
Wi9| o]50]50] 42 | 44 °° — 6,6 ‘i 
Wei] 0} 25/75] 2,4 48 | — 9,6 _ 
Wi3} O]15]85] 34 | 69 | 4,7 6,8 2.6 19 
Wi6}| 2/75/23] 2,0 62 | - 5,9 
W 26] 20} 40] 35 4,4 13,0 — 13,3 -- 0 
K 21] 40] 25] 35 7,7 10,8 7.6 10,8 4.8 11.1 
Wis] 60] 15]2 61 | 105 | 82 14,5 1,9 5,6 
W 29} 60/10] 25 7,2 11,9 — 14.5 
W 256 W32/] O|— — 4.5 ~~ 
Wil] 15] 20]65 6,3 10,4 7,3 12,3 2.6 8.4 
W 7} 50}40]10 7,3 15,2 8,0 13,0 -- 14.7 
W 10] 65]25]10 7,2 21,5 11,3 18,2 4,1 5,6 
W 9] 70/20/10] 5,9 12.3 6,4 13,2 3,2 10,3 
W281 70/30] 0 7.4 12.9 — 19.3 ~- 
P24] 751/15]10 5,3 9,7 - 14,0 
P 01100] Of O - 17.6 
Leber, normal ...... 26,4 26,9 | 17,6 25,4 
Leber, krank (Ph.1) . . 15,0 20,7 17,1 22,3 8,8 10,6 
a lL» ) -.5 Sie Pap 21,0 9,4 17,0 
Muskulatur, normal 0 — — 0 
0 —- 0 








) Vel. E. Waldschmidt-Leitz, A.Scharikova u. A. Schaffner, 
Diese Z. 214, 82 (1932/38). 
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(1932) (Guanase). 
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3. Purindesamidasen. 


(Bearbeitet von Anton Schiffner.) 


Tabelle 3. 


Desamidaseaktivitiit und Tumoralterung. 


‘Tumorstamm Philadelphia 1; Priiparierung der Tumoren und Organe, wie 
in Tab. 1; Suspension des zerkleinerten Materials in 10 Tin. 90°/,igem 
bzw. Extraktion mit 10 Tln. 60°/,igem Glycerin; als Substrate verwandt 
Muskeladenylsiiure bzw. Guanin; Darstellung der Substrate und Aus- 
fiihrung der Bestimmungen nach G. Schmidt’); 1,0 ccm Enzymlésung 
bzw. Enzymsuspension; 5 mg Adenylsiiure bzw. 4,4 mg Guanin; 2,0 ccm 
0,1 mol. Phosphatpuffer von py =5,9 (Adenylsiuredesamidase bzw. 10,0 ccm 
0,2 mol. Boratpuffer von py = 8,7 (Guanase); Gesamtvolumen 20 ccm; 
60 Minuten, 30°; Angaben bedeuten & der monomolekularen Reaktion fiir 
cem 0,0033 Siure 
¢ (Minuten) 
desamidierende Enzym; P = parenchymatéser, F = fibréser, N = nekro- 
tischer Anteil in Prozent.] 





das adenylsiuredesamidierende bzw. k = fiir das guanin- 



































Adenylsiiuredesamidase Guanase 
Tumor 
7 P|N|F | | ' 
Nr. Glycerin- | Glycerin- | Glycerin- | Glycerin- 
suspension | auszug suspension | auszug 
S6 | 75] 5] 20 0.0024 | — 0,048 | — 
S9 | 7] 5] 20 0,0022 | 0,0011 0,046 | 0,042 
S5 | 65] of] 35 0,0024 | 0,0012 0,043 | 0,039 
S10 | 50] 0] 50 0,0025  0,0011 0,041 | 0,038 
S 7 | 85] 5] 60 0,0011 — 0,0008 0,047 | 0,040 
P16 | 35] 15 | 50 0,0013 0,0008 0,026 | 0,015 
S 3 | 30] 30] 40 0,0009  —-0,0005 0,023 | 0,021 
K 17 20 | 40 | 40 0,0008 § 0,0004 0,026 | 0,026 
Wi3 | 15] 0] 85 0,0013 0,0004 0,028 | 0,020 
| 
Leber, normal .... . 0,0012 0,0012 0,041 | 0,036 
ae eer 0,0012 0,0011 0,045 | 0,038 
Leber, krank ...... 0,0012 0,0011 0,034 | 0,026 
Muskulatur, normal . . 0,0120 | 0,0077 0,005 | 0,002 
- en alg 0,0130 | 0,0080 0,005 | 0,002 





) Diese Z. 179, 256ff. (1928) (Adenylsiiuredesamidase); 208, 187 ff. 
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4, Phosphatase. 
(Bearbeitet von Franz Kéhler.) 
Tabelle 4. 
Phosphatasegehalt und Tumoralterung. 


(Priparierung der Tumoren und Organe, wie in Tab. 1: Suspension des 


zerkleinerten Materials in 10 Tin. 90°,igem bzw. Extraktion mit 10 Tin, soit 
60° ,igem Glycerin bzw. Entfettung und Trocknung mittels Aceton-Ather: E 
angewandt 4,0ccm Enzymsuspension bzw. Enzymauszug bzw. 60 mg Trocken- mt: 

ee: 


pulver: 10,0 cem 0,1 mol. Na-glycerophosphat (entspr. 71,6 mg P,O,), ent- 
haltend 4.0 ecm 0,1 mol. Veronalpuffer') von px = 8,8%); Gesamtvolumen 
20 eem: 3 Stunden, 30°: Enzymwirkung unterbrochen durch Zusatz yon - 
5.0 eem 5° ,iger Trichloressigsiure zu 10,0 cem des Ansatzes: Messung der 
abgespaltenen Phosphorséure nach Filtration vorgenommen in 10,0 ecm des 
Filtrates mittels Strychnin-Molybdat nach G. Embden%): Angaben be 
deuten & (monomol.) und beziehen sich auf 10,0 ccm Trichloressigsaure-Filtrat: 
P = parenchymatéser, N = nekrotischer, F = fibréser Anteil in Prozent, 


















































Tumor PIN Fr | Glycerin- Glycerin- Trocken- 
Stamm Nr. si suspension auszug pulver 
Ph. 1 K 24 | 85 0 15 0.00048 — 0.00035 
K 7] 80 5 15 0,00034 0,000250 0.00015 
Kis | 50 0 50 0.00021 0.000024 0.00014 
K 8s] 40 20 40 0,00026 0,000026 0,00013 
K16 | 35 0 65 0,00026 0,000060 0.00044 
K33 |] 35 5 | 60 0.00024 _ 0.00013 
Wi5] 35 | 20 | 45 0.00022 0,000048 0.00031 
| K 36] 25 0 | 75 0,00013 — 0,00027 
K 21] 25 40 35 0.000069 0.000002 0,00001 
W 256 K 22 70 5 25 0.00056 a — 
K19] 70 15 0 0.00037 —- 0.00071 
K 14 50 35 15 0.00019 0.000051 0.00016 
K25 ] 40 30 0 0.00022 — 0.00018 
Ki2] 40 45 15 0.000093 0.000054 0.000096 
K 10 40 50 10 0,000096 0.000058 0.000050 
mils 2 60 15 0,00020 0.000022 0.00012 
K13] 28 60 15 0.00018 0.000044 0.00012 
K35 ] 20 35 15 0.00011 0.000036 — 
K 34 | 20 65 10 0.00010 — 0,00031 
K 32 15 80 5 0.000069 0.000049 0.00042 
K 31 5 70 5 0.000069 — 0.00027 
I 0.00078 0.00032 0.00070 
Niere, krank ....... 2. 0,00158 | 0,000070 | 0,00051 
Muskulatur, normal ... 0.000040 0.000028 0.000033 } 
oe 0.000074 0 0.000025 
*) Vgl. L. Michaelis, J. of biol. Chem. $7, 33 (1930). 


J 


*) Zusatz von Magnesiumsalz erwies sich als entbehrlich. 
8) Diese Z. 113. 138 (1921). 
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5. Katalase. 


(Bearbeitet von Franz Kéhler.) 





























Tabelle 5. 
Katalasegehalt und Tumoralterung. 
des : ‘Tumorstamm Philadelphia 1; Priparierung der Tumoren und Organe, wie 
Tin, ' in Tab. 1; Suspension des zerkleinerten Materials in 10 TIn. 90°/,igem bzw. 
ier; (— Extraktion mit 10 Tln. 60°/,igem Glycerin; angewandt 1,00 ccm Suspension 
en- | bzw. Extrakt; Bestimmungen ausgefihrt, wie friiher beschrieben'); Angaben 
nt- - bedeuten & (monomol.) in der Bestimmungsprobe; P = parenchymatiser, 
en of F = fibréser, N = nekrotischer Anteil in Prozent.] 
rOn —— 
der | Tumor Nr. N sg F |Glycerinsuspension| Glycerinauszug 
be K 37 o | 30 | 7 0,0037 0,0019 
it K 16 0 | 35 | 65 0,0095 0,0062 
K 18 0 | 50 | 50 0,0090 0,0044 
ioe K 27 D D0 45 0,0024 0 
W 26 20 35 40 90,0014 0,0031 
K 30 35 | 15 | 25 0,0120 00049 
EO, WA 8 we es 4,8 %) 2,8 ?) 
RR I eee ese ee 5,2 4) 2,0?) 
Muskulatur, normal ........ 0,0042 0,0017 
oor. 0,0057 0,0035 





1 E. Waldschmidt-Leitz, A. Scharikova 


Diese Z. 214, 85 (1932/33). 





u. A. Schiffner, 


*) Zur Bestimmung angewandt 0,025 ecm, Konstante auf 1,00 ccm 


umgerechnet. 
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Uber Aminopolypeptidase. 
(II. Mitteilung.) 
Von 
A. K. Balls und Fr. Kohler. 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1933.) 


An hochgereinigten Aminopolypeptidase-Priparaten, die durch 
Fallung mit Aceton nach vorhergehender Eisenhydroxyd-Adsorp- 
tion eines Glycerinauszuges von Schweinediinndarm gewonnen 
wurden, konnten A. K.Balls und Fr. Kéhler den Nachweis er- 
bringen, daB der Phosphorgehalt der Aminopolypeptidase in mab- 
gebender Beziehung zur Aktivitét dieses Enzyms steht.) Die etwa 
150 fach gereinigten Fermentpraparate enthalten 1,7—3,8°/, Phos- 
phor im Trockenriickstand. Dialysiert man Aminopolypeptidase, 
so nimmt mit dem Phosphorgehalt gleichzeitig die Aktivitit ab 
und es besteht nach einiger Dialysendauer, wahrend der zuerst 
der Phosphor, der vom inaktiven Anteil des Enzyms stammt, 
wegdialysiert, zwischen Aktivitit und Phosphoranteil des Dialyse- 
riickstandes strenge Proportionalitit. Analoge Proportionalitiit 
findet man in der Zunahme der Leitfiaihigkeit in gereinigter Amino- 
polypeptidase und der gleichzeitigen Abnahme der enzymatischen 
Aktivitiit. 

Dialysiert man hingegen Aminopolypeptidase beispielsweise 
gegen m/200-Phosphationen, so bleibt die Aktivitit des Enzyms 
weitgehend erhalten. Das bedeutet also, daB die Phosphationen 
die Zersetzung des Enzyms in ,,Phosphorsiure“ und in einen 
phosphorfreien, enzymatisch unwirksamen Riickstand verhindern. 

Nachdem sich eindeutig ergeben hatte, da8 fiir die Wirkungs- 
moéglichkeit der Amimopolypeptidase Phosphor notwendig ist, wurde 
damals die Frage gestellt, ob der Phosphor in chemischer Bin- 
dung oder adsorptiver Verankerung im kolloidalen Verband des 
Enzyms vorliegt. Die Annahme einer chemischen Bindung erscheint 
sehr unwahrscheinlich. Denn obwohl das Verhiltnis Phosphor- 
siure : Aktivitiit konstant bleibt, nachdem der iiberschiissige Phos- 
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phor wegdialysiert ist, gilt dieses konstante Verhiltnis nur fiir 
ein und dasselbe Pitan. Bei verschieden aktiven Priaparaten 
ist es ein verschiedenes. Es ist uns auch nicht gelungen, nach- 
zuweisen, da Aminopolypeptidase von Phosphatase (aus Niere) 
angegriffen wird. Andererseits ist die Wahrscheinlichkeit einer 
adsorptiven Verankerung des Phosphors nicht gesichert, wenn 
man den hohen Phosphorgehalt der einzelnen Priaparate betrachtet 
(auch nach der Erreichung des konstanten Verhaltnisses waihrend 
der Dialyse), der nicht durch Zusatz von Phosphat- oder Pyro- 
phosphationen zu ersetzen ist. 

So besteht noch die Méglichkeit, daB der Phosphor einen 
integralen Teil eines Aktivatorsystems der Aminopoly- 
peptidase darstellt. Dampft man nimlich die Dialysefliissigkeit 


ch bei 88—40° C im Vakuum ein und setzt sie dem durch Dialyse 

p- teilweise inaktivierten Fermentpriparat zu, so kann man nach 

on einiger Zeit eine Reaktivierung des Enzyms beobachten. Indes 

r- gelingt es nicht, diese Aktivitétssteigerung durch Zusatz von ! 
p. Phosphat oder Pyrophosphat allein hervorzurufen. Die Reakti- 
a vierung ist eine zeitliche Reaktion. 

5- Die Natur des Enzyms wird bei fortschreitender Schwaichung 


e, der Aktivitit (hervorgerufen durch die Abnahme des Phosphor- 
b anteiles) nicht in dem MaBe beeinfiu8t, daB sich eine Spezititats- 


st (— ‘inderung nachweisen laBt, wie zu erwarten ist, wenn das Enzym 
t, J nicht als einheitliches Ferment betrachtet wird. Die Frage nach 
- -& dem Spezifitiitsbereiche der Aminopolypeptidase, die von K. Lin der- 
it _ strem-Lang?) in seinen Untersuchungen , Uber die Einheitlich- 
- §  keit der Darmdipeptidase“ aufgeworfen wislit, wonach eine speziti- 
n sche » Leucylpeptidase“ bestehen soll, welche Leucylpeptide un- 

_ abhiingig von der Kettenlinge angreift and die W.Grassmann und 
e — Klenk*) und H. v. Euler‘) kritisierten, haben wir neuerlich 

_ untersucht.!) Spezifitiitsmessungen an gereinigter Aminopolypepti- 
n [dase haben gezeigt, daB sich keine wesentlichen Anderungen der 
n — relativen Affinitit nachweisen lassen, wenn man Hakevipaente von 


. —  Aminopolypeptidase mittels Acetonfillung reinigt und nachfolgend 
. stufenweise mit Eisenhydroxyd adsorbiert. Auch mit Ferment- 


»  —  priparaten, die durch Adsorption eines Glycerinauszuges von 
- — Schweinediinndarm mit Kisenphosphat hergestellt wurden, mit einem 
s Adsorptionsmittel, das ein ganz anderes Milieu schafit als Kisen- 
t —  hydroxyd und sich daher auch in der spezifischen Adsorption 


anders verhalten muB, konnten wir die gleichen Ausschlige in 
den Halbspaltungszeiten feststellen. 
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Wir haben also nicht zeigen kénnen, daB die einzelnen Poly- 
peptide verschiedene Affinitatserscheinungen hinsichtlich verschie. 
dener Peptidasen aufweisen. 

Versuchsteil. 
Dialyseversuche. 


Die fir alle hier beschriebenen Versuche verwendeten Amino- 
6 gages -Praparate wurden nach der Methode von A.K.Ba Is 

d Fr. Kéhler hergestellt.5) Die Priparate sind praktisch elek- 
sralyt- und glycerinfrei: erreicht mittels der Acetonbehandlung, | 
Beim Aufbewahren dieser Fermentlésungen bei 0° C bleibt die 
Aktivitat geniigend lange stabil; allerdings sind solche Priparate 
weniger lange haltbar als solche, die mit Schutzkolloiden und Glycerin 
versehen sind. 

A. Elektrodialyse 

Die Elektrodialyse von Aminopolypeptidase wurde unter mig- 
lichst schonenden Kautelen vorgenommen. Der dazu verwendete 
Apparat stammt von der Firma Fritz Kohler, Leipzig. Dialy- 
siert wurde mit Graphitelektroden und Pergamentmembranen, die 
mit einer Gummilésung an dem Schlitf befestigt wurden: die an- 
gelegte Stromstarke betrug im Maximum 0,06 A, die Strom- 
spannung 160 V. Die Temperatur von 30°C war wiahrend der 
Dialyse konstant. 

5 ccm gereinigter Aminopolypeptidase wurden in die etwa10 ccm 
fassende Mittelzelle gebracht, die AufSenzellen mit destilliertem 
Wasser standig durchspiilt und nun die Elektroden mit einem 
Dynamo verbunden. Nach 2 Minuten Dialyse trat eine Triibung 


Tabelle L 
Das Verhalten der Aktivitaét von Aminopolypeptidase bei der Elektrodi aly vee, 
Versuchsansatz pro Titration: 2 ccm Enzymlésung, 0,001 Mo] Phosphatpuffer 
Pu = 7,8, 0,0005 Mol Leucyl-diglycin. 














Zeit Aciditétszuwachs 
in Minuten cem n 5-KOH 
Aktivitait vor ye Dislyse +S ee ; 60 0.50 
Aktivitét nach der Dialyse........ 860 0,26 
Dialvsiert unter Zusatz von m/100- 
Ammoniumphosphat, Aktivitat nach 
Ne is She oie a hie i ve 780 0,10 








Das Chloracetyl-o-nitranilin spaltende Ferment, das in diesem ver- 
wendeten Aminopolypeptidase - Priparat in sehr geringer Konzentration 
vorlag, wurde nach A. K. Balls und Fr. Ko nler qualitativ an der Far 

intensitat bestimmt. die vor und nach der Dialyse gleiche Stirke aufwies. 





Milo. 
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ein, die sehr bald verschwand. Am Ende der Dialyse befand sich 
in der Mittelzelle ein Niederschlag, der sich sehr leicht in Phos- 
phatpuffer p,, = 7,8 léste. Das Volumen blieb konstant. 

In einem anderen Versuch wurde alle 45 Sekunden ein 
Tropfen m/100-Ammoniumphosphat zugefiigt. Die Temperatur 
stieg in diesem Falle innerhalb der Dialysendauer (2 Stunden) von 
20 auf 30°C und das p,, fiel ab gegen die sauere Seite auf 4,8. 
Aminopolypeptidase, bei p,, = 4,5 aufbewahrt, zeigt nach 24 Stunden 
Stehen bei 0° C keine Aktivititsabnahme. Nach der Elektro- 
dialyse lag ein sehr geringer Bodensatz vor und das Volumen 
betrug am Ende 12ccm, gegen 5ccm urspriingliche Enzymlésung. 


B. Dialyse (in sogen. ,,Fischblasen“) 
und Stabilisierung der Aktivitit. 


Den Einflu8 von PO,-Ionen auf die Aktivitit der Amino- 
polypeptidase wihrend der Dialyse gegen Phosphatpuffer p, = 7,1 
zeigt die Figur. In den angegebenen Zeitintervallen wurde die 
Enzymwirkung an Leucyl-diglycin gepriift und die Zunahme der 
Aciditit mittels alkoholischer Titration nach R. Willstaitter und 
E. Waldschmidt-Leitz®) bestimmt. 

Die Phosphatlésung wurde in bestimmter Konzentration der 
Enzymlésung zugesetzt und dann gegen Phosphatlisung dialysiert, 
so daB innerhalb und auBerhalb der Membran gleiche Konzen- 
tration herrschte. Dialysiervolumen: 81. Das Volumen inner- 
halb der Membran bleibt konstant. Die Oberfliche der Dialysen- 
membran wurde in der Weise gleich groB gehalten, daB die ,,Fisch- 
blase* auseinandergeschnitten und auf einem entsprechend groBen 
Trichter befestigt wurde. 
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Dialyse und Aktivitat. 


' Stabilisierung der Aktivitiét wihrend der Dialyse, durch PO,-Ionen. 
Versuchsansatz pro Titration: 1 ccm Enzymlésung, 0,001 Mol Phosphatpuffer py = 7.8, 
0,0005 Mol Leucyl-diglycin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIX. 10 
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Die Figur versinnbildlicht deutlich den Einflu8 der PO,-Ionen anf 
Aminopolypeptidase wihrend der Dialyse. 

Denselben quantitativen Effekt der Stabilisierung zeigt die 
Dialyse gegen 250 ccm destilliertes Wasser, wie es aus der vor- 
hergehenden Kurve zu ersehen ist. Es ist klar, daB die eigenen 
Phosphormengen der Aminopolypeptidase gentigen, um in diesem 
Falle (geringes Dialysevolumen) das Gleichgewicht zwischen dem 
zerfallenden und stabilisierten Enzymkomplex herzustellen. Die 
quantitative Abnahme der Aktivitit zeigt Tab. IL. 


Tabelle IL 
Verhalten der Aktivitit bei der Dialyse gegen 250ccm destilliertes Wasser. 
Versuchsansatz wie in der Figur. 

















Aciditaitszuwachs cem n/10-KOH Dialysedauer 
in 1 Stunde in Stunden 

0,70 0 

0,49 24 

0,45 96 

0,30 144 





C. Reaktivierung von Aminopolypeptidase. 


Im Folgenden soll gezeigt werden, in welchem MabBe eine 
dialysierte Aminopolypeptidase, die also weitgehend an Aktivitiit 
abgenommen hat, reaktiviert werden kann. Das gelingt, wenn 


Tabelle III. 
Reaktivierung dialysierter Aminopolypeptidase. 
Aus Tab. II 1aéBt sich der Dialysenverlauf eines Fermentes ersehen, das 
zu folgenden Versuchen verwendet wurde. Die Dialysefliissigkeit von 
250 cem Wasser wurde im Vakuum bei 37°C und 15 mm Hg eingedampft, 
bis das Volumen héchstens 5 cem betrug. Die so erhaltene Filiissigkeit, 
die schwach getriibt war, wurde dem dialysierten Ferment zugesetzt und 
die Aktivitiitssteigerung gemessen. 


Versuchsansatz pro Titration: 1 cem Enzymlésung, 0,001 Mol Phosphatpuffer 
px = 7,8, 0,0005 Mol Leucyl-diglycin. Verdauungszeit 60 Minuten. 











Acidititszuwachs 
eem n/10-KOH 











Aktivitit nach der Dialyse .............. 0,30 
Aktivitat sofort nach Zusatz der eingeengten Dia- 
lysefliissigkeit, wie oben beschrieben....... 0,45 


Aktivitit nach 48 Stunden Stehen bei Zimmer- 
I 6 Breck 6h ere oa wl Ww ae aces 0,60 
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man die eingedampfte Dialysierfliissigkeit zu dem dialysierten 
Priparat zufiigt und einige Zeit bei Zimmertemperatur stehen 
jaBt. PO,-Ionen und P,O,-Ionen verhalten sich, wie es scheint, 
gegentiber solchen Praparaten in bezug auf Reaktivierungsfihig- 
keit indifferent. Die eingedampfte Dialysierfliissigkeit selbst ist 
gegeniiber Leucyl-diglycin unwirksam. Allerdings ist es bis jetzt 
noch nicht gelungen, die Aktivitaét solcher dialysierter Priparate 
auf den urspriinglichen Wert zuriickzubringen. 

Dieser Versuch wurde an einigen Priparaten wiederholt und 
er konnte prinzipiell immer bestatigt werden; nur der Grad des 
Ausschlages wechselte. 

In der folgenden Tab. IV ist das Verhalten von Phosphat- 
und Pyrophosphationen gegeniiber dialysierter Aminopolypeptidase 
ersichtlich. Die Versuchsanordnung ist generell dieselbe wie in 
Tab. II. 

Die eingeengte Dialysefliissigkeit fiir sich ist gegeniiber Leucyl- 
diglycin enzymatisch vollkommen unwirksam. Sie zeigt eine 
schwache Opalescenz. 


Tabelle IV. 


Das Verhalten dialysierter Aminopolypeptidase gegeniiber Dialysefliissigkeit, 
Phosphat- und Pyrophosphationen. 


Zu 5eem Enzymlésung wurden 5 cem Dialysefliissigkeit (durch Einengen 
von 350 eem destilliertem Wasser gewonnen, das zur Dialyse von 10 cem 
gereinigter Aminopolypeptidase verwendet worden war) bzw. 1 cem n/10- 
Phosphatpuffer pp=7,0, oder 1cem n/10-Na-Pyrophosphatlésung pg=7,0. In 
jedem Falle wurde auf 10 ccm aufgefillt und in den angegebenen Zeitintervallen 
jeweils diquivalente Enzymmengen fiir die Aktivititsbestimmung verwendet. 








. ‘Dialysierte , = Mit ein- 
: Mit Phosphat- Mit Na- ; 
Polypeptidase |° : > gedampfter Dia- mes 
ohne Zusatz pases si jae spate nae lyseflissigkeit —_ 
Zuwachs Zuwachs Zuwachs Zuwachs “ 


cem n/10-KOH | eem n/10-KOH] cem n/10-KOH] cem n/10-KOH | Stunden 
in 2 Stunden in 2 Stunden | in 2 Stunden in 2 Stunden 








0,30 0,29 1 
0,13 0,49 16 








0,31 0,3 
0,32 0,2 


~1 








Wie es also scheint, besitzen Phosphat- und Pyrophosphationen 
keinen reaktivierenden EKinfluB auf dialysierte Aminopolypeptidase- 
Priparate. 

Inwiefern eine mégliche Phosphatese bei der Reaktivierung 
eine Rolle spielt, ist bei den experimentellen Schwierigkeiten der 
Reinigung und der Unaufgeklirtheit der Phosphatese nicht zu 
entscheiden. 


10* 
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D. EinfluB von Phosphatase auf die Aktivitat 
der Aminopolypeptidase. 


Die verwendete Phosphatase wurde nach H. Erdtman’) aus 
Schweinenieren gewonnen und gereinigt; durch Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff wurden die ereptischen Enzyme vollstindig 
vergiftet und es gelang auf diese Weise, eine aminopolypeptidase- 
freie Phosphatase zu gewinnen. Nach der Vergiftung mit Schwefel- 
wasserstoff wird die Lésung durch Einleiten von Wasserstoff von 
dem die Phosphatase hemmenden Schwefelwasserstoff befreit. Die 
Wirksamkeit der Phosphatase bleibt fast konstant. Diese so 
vorbereitete Phosphatase wurde nun einem durch Acetonfiillung 
gereinigten, 20°/, Glycerin enthaltenden Aminopolypeptidase-Pri- 
parat zugefiigt und nach lingerem Stehen bei 30°C die Abnahme 
der Aktivitat der Aminopolypeptidase studiert. Wie Tab. V 
zeigt, ist der Angriff der Aminopolypeptidase durch Phosphatase 
innerhalb der angegebenen Zeit so minimal, daB er keine konkrete 
SchluBfolgerung zulaBt. Wahrscheinlich ist, daB ein Angriff nicht 
stattfindet, was mit der Tatsache iibereinstimmt, daB Phosphatase 
in groBen Mengen neben Aminopolypeptidase vorkommen kann: 
z. B. in der Niere vom Schwein. 


Tabelle Y. 


Phosphatasewirkung auf Aminopolypeptidase. 


Versuchsansatz: Nullversuch: zu 9 ccm Aminopolypeptidase wurden 2 ccm 
n 1-Ammoniumchlorid-Ammoniakpuffer py = 7,8 zugesetzt und auf ein 
Gesamtvolumen von 18 cem aufgefiillt. 


Hauptversuch: 9 ccm Aminopolypeptidase mit 2cem n/1-Ammoniumchlorid- 
Ammoniakpuffer py =7,8 versetzt und 4 cem Phosphatase (wie oben be- 
schrieben) zugefiigt; Gesamtvolumen 18 cem. Aus den einzelnen Proben 
wurden jeweils fquivalente Aminopolypeptidase-Mengen fiir die Aktivitits- 
bestimmungen entnommen; mit Leucyl-diglycin wurde die Enzymwirkung 
bestimmt. Fiir den Verdauungsansatz wurde 1 eem Aminopolypeptidase 








verwendet. 
Kontrollversuch Mit Phosphatase 
a - nels Zeit 
Acidititszuwachs Acidititszuwachs : 
in Stunden 


eemn 5-KOH in 90 Minuten | eem n’'5-KOH in 90 Minuten 











0.40 0.40 0 
0,46 0,40 24 
0.40 0.32 48 
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0,40 0.35 

















Tabelle VL 
Wirkung verschiedener Aminopolypeptidase-Priparate auf einige Peptide. 
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Versuchsansatz: 0,001 Mol Substrat, 0,002 Mol n/1-Ammoniumchlorid- 
Ammoniakpuffer py = 8,0; entsprechende Mengen Ferment; Gesamtvolumen 
i1 ccm; von dieser Stammlésung wurden 5 cem zur alkoholischen Titration 
verwendet. 


Die Enzymmenge wurde stets aus dem linearen Reaktionsverlauf von 
Leucyl-diglycin berechnet; mit dieser so festgelegten Fermentmenge wurde 
die Konstanz der Halbspaltung in der einmal bestimmten Zeit ermittelt. 























als in I~—IV 

















Beschreibung Berechnete Halbspal- Gemessene 
dev Pit , Enzymmenge| tungszeit Spaltung Substrat 
silat cas pro Titration | in Minuten |cem n/10-KOH 
I. Nach Acetonfillung 0,86 90 1,14 Leucyl-diglycin 
0,86 190 1,17 Leucy]-triglycin 
0,86 660 1,10 Alanyl-triglycin 
0,86 500 0,54 Glycyl-triglycin 
II. Nach 1. Adsorption *) 1,10 90 1,15 Leucyl-diglycin 
von I mit 0,2 cem Eisen- 1,10 190 1,00 Leucyl-triglycin 
hydroxyd 1,10 660 1,10 Alanyl-triglycin 
1,10 500 0,80 Glycyl-triglycin 
III. Praiparat II mit 1,40 90 1,10 Leucyl-diglycin 
0,2cem Eisenhydroxyd 1,40 190 1,10 Leucy]l-triglycin 
adsorbiert 1,40 660 1,48 Alanyl-triglycin 
1,40 500 0,70 Glycyl-triglycin 
IV. Priparat III mit 1,70 90 1,14 Leucy]-diglycin 
0.2cem Eisenhydroxyd 1,70 190 1,16 Leucy]l-triglycin 
adsorbiert 1,70 660 1,45 Alanyl-triglycin 
1,70 500 0,75 Glycyl-triglycin 
V. Nach Adsorption mit iolvci 
Eisenphosphat **) u. Ace- 0,92 90 1,16 Leucyl-diglycin 
: 0,92 190 1,16 Leucyl-triglycin 
tonfillung. Darmschleim- : "4S iglyci 
haut endeser Heskenft 0,92 660 1,42 Alanyl-triglycin 
0,92 500 0,54 Glycyl-triglycin 


*) 120cem Aminopolypeptidase, durch Acetonfillung gereinigt, wurden 
mit Glycerin versetzt (20°/,ig), 2 ccm Acetatpuffer zugefiigt, pp = 4,5, und 


mit 0,2 cem Eisenhydroxyd adsorbiert. 


40 ccm davon wurden abpipettiert 


und neutralisiert (Priparat II). Die verbleibenden 80 ccm wurden wieder 
auf ein pp von 4,5 gebracht und weiter mit 0,2 ccm Eisenhydroxyd adsor- 
biert; 40 cem davon abpipettiert und neutralisiert (Priparat III). Die rest- 
lichen 40 eem wie vorher behandelt (Priparat IV). Die fiir die Halb- 
spaltungszeit notwendigen Enzymmengen wurden durch die Spaltung von 
Leucyl-diglycin ermittelt und aus der Reaktionskurve interpoliert. 


™) Vgl. folgendes Kapitel. 
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Spezifitat. 

Die Frage nach der Ejinheitlichkeit der Peptidasen, ins- 
besondere der Einheitlichkeit der Aminopolypeptidase wird auf 
Grund yon Spezifititsuntersuchungen, die in Tab. VI zusammen- 
gestellt sind, beantwortet. Genaue Messungen der Halbspaltungs- 
zeiten an verschiedenen Substraten haben ergeben, daB die Spal- 
tungsgeschwindigkeiten verschiedentlich behandelter Aminopoly- 
peptidase-Praparate innerhalb der Fehlergrenzen konstant bleiben, 


Durch vorherige Bestimmung des Reaktionsverlaufes an Leucyl- 
diglycin, Alanyl-triglycin, Leucyl-triglycin und Glycyl-triglycin 
konnte ohne weiteres durch Interpolation die Enzymmenge gefunden 
werden, die bei den konstanten Bedingungen: Versuchszeit, Reak- 
tionsmilieu und Temperatur von dem Substrat genau 50°/, der 
1-Form hydrolysiert. Diese Bedingungen wurden in allen Versuchen 
eingehalten und nur die Vorbehandlung der Aminopolypeptidase, 
also besonders in der Art der Reinigung und Herkunft der Darm- 
schleimhaut geindert. Auch wurde hier zum erstenmal eine spezi- 
fische Adsorption von Aminopolypeptidase mit Eisenphosphat vor- 
genommen. Es gelang sehr leicht, das Enzym von der begleitenden 
Dipeptidase des Darmtraktes zu befreien. Die an _ solchen 
Praiparaten gemessenen Halbspaltungszeiten unterschieden sich 
prinzipiell nicht yon den an anderen Priparaten gemessenen. 

Im Falle des Glycyl-triglycins wurde wegen zu geringer 
Spaltungsgeschwindigkeit die halbe Halbspaltungszeit bestimmt. 


Adsorption mit Eisenphosphat. 


Herstellung von Eisenphosphat: 

482 ¢ Eisenalaun wurden in 4 Liter Wasser gelést und in 
der Kalte mit einer Lésung von 170 g sekundiérem Natriumphos- 
phat gefallt. Man laBt absitzen und dekantiert die Fliissigkeit. 
Man wiascht durch Dekantation vollkommen phosphatfrei und fil- 
triert endlich, wobei auf dem Filter einmal heiB gewaschen wird. 
Man bringt den Niederschlag in 1 Liter Wasser und schiittelt gut 
durch, wobei von Zeit zu Zeit die Suspendierung zu wiederholen 
ist. Vor der Verwendung zur Adsorption wurde das Eisenphos- 
phat 6 Monate altern gelassen. 

Beispiel einer Adsorption eines Glycerinauszuges von Schweine- 
diinndarm: 

150 ccm Extrakt wurden mit 150 ccm Wasser verdiinnt, mit 
4 ccm n/1-Essigsiiure versetzt und so lange zentrifugiert, bis die 
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Lésung klar wurde; die Essigsiuremenge wechselt nach den ver- 
wendeten Schweinediinndarmextrakten. Nach dem Zentritugieren 
wird neutralisiert und mit 4 ccm n/1-Essigsiure—Acetatputier auf 
ein p,, von 5,0 gebracht und nun abwechselnd 2 mal mit 5 ccm, 
9mal mit 2 ccm und 10 mal mit 1 ccm Eisenphosphat adsorbiert. 
Die Aminopolypeptidase enthilt noch Spuren von Dipeptidase, 
die bei der nachfolgenden Acetonfillung vollkommen entfernt 
werden. Die erhaltenen Aminopolypeptidase-Priiparate sind in 
ihrer Wirkung gegeniiber Leucyl-diglycin ebenso stark wie solche, 
die durch Eisenhydroxyd-Adsorption hergestellt wurden. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
LI. Mitteilung. 


Die Bromierung der Bilianséure und einiger anderer Ketosduren. 


Von 
Heinrich Wieland und Schwester Mary Antonius Kennelly. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Mianchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1933.) 


I. Die Bromierung der Biliansaure. 


Bromiert man Bilianséure C,,H,,O, (1), am besten unter dem 
katalytischen EinfluB von wenig Bromwasserstoff, in Kisessig, so 
erhalt man ein Monobrom-Derivat. Als Eintrittsstelle fir das Brom 
kommen die 3 den CO-Gruppen benachbarten Kohlenstoffatome 6, 
8 und 11 in Betracht. Die im allgemeinen gréBere Reaktions- f 
fahigkeit vom Ring B spricht dafiir, daB in ihm die Substitution 
erfolgt ist. Da die bromierte Saiure glatt zu Biloidansaure 
C,,H,,0,, (Il) oxydiert wird, ist C, als Haftort des Broms aus- 
geschlossen und die Konstitution gemiB I fir die Brom-bilian- 
sdure wahrscheinlich. 


HC(CH,)-CH,-CH,-CO,H 





O CH, O CH, 
“IN Yt , 
: Cg. a 1 | onoH, | 
i 
CH, fe, 4 CH, | 
| | 
HOC —\1 0 HOC —\Y 
60.H 6O,H HBr 
C,H,-CO,H 
HO,C CH, 
HOC NN, 
I] CH,CH,CH | 
CH, CH 


CO,H CO,H CO,H ) 











ren, 
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Die Bromierung der Biliansiure bei erhéhter Temperatur 
erlaubt die Einfihrung von 2 Bromatomen. Nach dem Verlauf 
der Umsetzung dieser Dibrom-biliansidure mit Pyridin befinden 
sich die beiden Br an ©, (Formel IV). Denn es entsteht dabei 
unter Abspaltung von CO, eine ungesittigte, noch bromhaltige 
Siure C,,H,,O,Br(V), die gegen hydrolysierende Agentien so wider- 
standsfihig ist, daB die Haftung des Broms an der Doppelbindung 
angenommen werden mub. 





0 CH, 0 CH, 
aa ead a 
CH, CH, | 7 CH, CH, = 
IV A V af 
CH, | CH, | | 
| | | 
HOC “~~ . CO,.H SS . 
CO,H Br, Br 
0 CH, 0 CH, 
CH, CH, = CH, CH, = 
VI | VII ig el 
Ca, | Ga, | 
| | 
CO,H ie HO,C a a 
ON Br 


Die Leichtigkeit, mit der hier Decarboxylierung erfolgt, findet 
ihre Analogie im Ubergang von Citrabrombrenzweinsiure in Methyl- 
acrylsiure 3): 

H,C—CBr—CO,H H,C—C—CO,H 
H,C—CO,H : CH, 

Das in V noch vorhandene Brom wird bei der katalytischen 
Hydrierung herausgenommen; man kommt so zu der gesittigten 
Diketo-dicarbonsiure C,,H,,0, (VI), die dann mit rauchender Sal- 
petersiure auch glatt zu Biloidansiure (III) oxydiert werden kann. 
Bei der Reduktion von Saure V mit Zinkstaub und Saiure wurde 
eine Monoketo-dicarbonsdure C,,H,,0, (oder C,,H,,0,) ge- 
wonnen. Da8 hierbei Ring B seinen Sauerstoff verliert, ist sehr 
auffallend. Versucht man die ungesittigte Siure V direkt mit 


rauchender Salpetersiiure zu oxydieren, so wird sie gleichzeitig 


1) W. Autenrieth u. C. Pretzell, Ber. chem. Ges. 36, 1271 (1903). 
Uber ein anderes Beispiel ahnlicher Art vgl. H. Wieland u. F. Vocke, 
Diese Z. 191, 73 (1930). 
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an der Doppelbindung nitriert: Das Produkt ist die ungesittigte 
Bromnitro-diketo-dicarbonsaure VIL 

Uber weitere bei der Bromierung von Biliansaure erhaltene 
Ergebnisse finden sich nibere Angaben im Versuchsteil. 


Il. Bromierungsversuche in der Reihe der Hyo-desoxycholsaure. 


Die Absicht, die diesem Teil der Untersuchung zugrunde lag, 
bestand darin, in Ring B einer 6-Ketosiure Brom einzufihren, 
durch Abspaltung von HBr Doppelbindungen in diesen Ring zu 
legen und dann durch seine Aromatisierung die Stellung der 
Methylgruppe an C,, endgiiltig zu beweisen. Dies Ziel wurde 
nicht erreicht, wegen der ganz besonderen und nicht erwarteten 
Schwierigkeiten, die sich der Einfihrung von Brom entgegen- 
stellten. 


CH, CH, 
VIII : A! B | Ix | | 
HO a aia a Bi ii. al 


Sowohl die 3-Oxy-6-ketocholansaure C,,H,.O, (VII) 
wie die stereoisomere Allosiiure lieBen sich mit nur maBiger Aus- 
beute in ihre Monobrom-Substitutionsprodukte iiberfiihren; bei der 
ersten der beiden Saéuren gelang auch die Darstellung der di- 
bromierten Verbindung. Noch weniger giinstig verlief die Bromierung 
der 3,6-Diketo-allocholansiaure ([X), die zwar sehr leicht 
und unter intensiven Farberscheinungen mit Brom reagiert, von 
der aber nur ein Dibromderivat in reiner Form isoliert werden 
konnte. Den Versuchen der Abspaltung von Bromwasserstoff aus 
diesen bromierten Saéuren war durch die Schwierigkeit ihrer Be- 
schafiung eine Grenze gesteckt. 


Beschreibung der Versuche. 
Monobrom-biliansdure (II). Zu 2 ¢ reinster Biliansiure’), die 
in 25 ccm Eisessig gelést sind, fiigt man 10 cem n/1-Brom—Kis- 
essig-Lésung sowie ein paar Tropfen HBr in Eisessig. Nach 1 bis 
2 tagigem Stehen der Lésung (in einer Glasstépselflasche) ist das 
Brom verbraucht. Man gieBt in eiskaltes, etwas SO, enthaltendes 





*) Dargestellt nach Lassar-Cohn, Ber. chem. Ges. 32, 683 (1899). 
Es sind nicht mehr als 30°/, d. Th. an reiner Biliansdiure zu erhalten. Die 
Befreiung von gelben Nebenprodukten geschieht am besten durch Digerieren 
der aus verdiinnter Essigsiure umkrystallisierten Substanz mit Essigester. 
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Wasser und saugt von einem zuweilen ausfallenden gelben Nieder- 
schlag ab. Nach einigen Stunden haben sich aus dem Filtrat 
farblose prismatische Platten abgeschieden, die, aus verdiinnter 
Essigsiure umkrystallisiert, bei 125—127° aufschiumen und bei 
180—190° unter Zers. und Rotfirbung schmelzen. Ausbeute 1 g. 
Die Saure enthalt 1 Mol Essigsiure gebunden. 
4,609 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,045 mg CO,, 2,65 mg H,0. 
C,,H,,0,Br-CH,CO,H (589) Ber. C 52,97 H 6,28 
Gef. ,, 53,52 ,, 6,43. 

Extrahiert man die Siure mit Ather aus der Hiilse, so erhilt man die 
yon Eisessig freie Verbindung vom Zersetzungsp. 180—190°. 

4,279 mg Subst. (i. V. bei 100° getr.): 8,595 mg CO,, 2,41 mg H,0O. 
C,,H,30.Br (529) Ber. C 54,42 H 6,28 Gef. C 54,78 H 6,30. 

Titration: 21,52 mg Subst.: 2,2 cem 0,0555 n-NaOH. 

Aquivalent (529/3) Ber. 176 Gef. 177. 

Oxydation der Brom-biliansiure zu Biloidansi&ure. 
0,55 g der Siure wurde mit 1 ccm rauchender Salpetersiiure 
2 Stunden im Wasserbad auf 60° erwirmt. Die ausgeschiedenen 
Krystalle wurden nach einiger Zeit abgesaugt und aus verdiinnter 
Kssigsiure umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 225 bis 
227°, ebenso Mischschmelzpunkt mit Biloidansiure. 

3,136 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 6,255 mg CO,, 1,91 mg H,0. 
C.9H3.0,. (488) Ber. C 54,10 H 6,56 Gef. C 54,40 H 6,81. 

Dibrom-biliansiure ([V). Zu der Lésung von 10g Biliansiure 
in 170 ccm Eisessig gibt man 22,5 ccm 2 n-Brom—Kisessig-Lésung 
(1 Mol Br). Nach etwa 1/, stiindigem Erwirmen bei 65° ist das 
erste Mol Brom verbraucht, ein jetzt zugefiigtes zweites Mol ist 
meist nach kiirzerer Zeit ebenfalls in Reaktion getreten. Die 
Hauptmenge des Eisessigs wird nun i. V. abdestilliert; die aus- 
geschiedenen Krystalle werden abgesaugt und mit wenig Hisessig 
und dann mit Ather gewaschen. Ausbeute 6,2 g. Aus Hisessig 1aBt 
sich die Saure zu Stiibchen vom Schmelzp. 208—209° (Zers.) um- 
krystallisieren. 

4,366, 5,107 mg Subst. (bei 100°i. V. getr.): 7,620, 8,815 mg CO,, 2,21, 
2,50 mg H,O. 

C,,H,,0,Br, (608) Ber. C 47,36 H. 5,30 
Gef. ,, 47,60, 47,07 » 0,66, 5,48. 
Titration. 27,83 mg Subst.: 2,55 cem 0,0555 n-NaOH. 
Aquivalent (608/3) Ber. 203 Gef. 197. 


Die aus Eisessig umkrystallisierte Siure enthilt 1 Mol Krystall-Eisessig, 
der erst bei 100° i. V. weggeht. Die folgenden Analysen sind mit einem 
bei 60° i. V. getrockneten Priparat ausgefiihrt. 
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4,620 mg Subst.: 7,940 mg CO,, 2,25 mg H,O. — 5,739 mg Subst.: 
3,27 mg AgBr. 

C.,,H,,0,Br,-CH,;CO,H (668) Ber. C 46,70 H 5,43 Br 23,92 
Gef. ,, 46,87 » 5,45 » 24,25. 

Der Methylester, mit Diazomethan bereitet, schmilzt, aus Methanol 
umkrystallisiert, bei 133°. 

Die ungesattigte Monobromsaure ©,.H,.O,Br (V). 5g Dibrom- 
bilianséure werden in 50 ccm Pyridin 1°/, Stunden lang auf dem 
Dampfbad erwarmt. Nach einer Titrationsprobe sind jetzt 50°, 
Brom abgespalten. Die abgekihlte Lésung wird mit verdiinnter 
Schwefelsaure gefallt, die ausgeschiedenen Schmieren erstarren 
nach einigen Stunden krystallinisch; man saugt ab, trocknet (3,5 g) 
und extrahiert mit Ather aus der Hiilse. Aus dem Ather scheidet 
sich die ungesdttigte Saure in Nadeln ab, die nach dem Um- 
krystallisieren aus Eisessig rein sind. Schmelzp. 213°. 

4,428, 4,531, 4,639 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,355, 9,490, 9,760 mg 
CO,, 2,63, 2,69, 2,71 mg H,O. — 4,021 mg Subst.: 1,575 mg AgBr. 

C,,H;,,0,Br (483) 

Ber. C 57,12 H 6,46 Br 16,54 

Gef. ,, 57,62, 57,12, 57,38 », 6,64, 6,64, 6,46 5, 16,67. 

Titration. 19,830 mg Subst.: 1,64 cem 0,0555 n-NaOH. 

Aquivalent (483/2) Ber. 241 Gef. 238. 

Bestimmung des abgespaltenen Kohlendioxyds. Bei einem 
Ansatz, in dem eine Vorlage mit Barytlésung an das ReaktionsgefaB ge- 
schaltet war, wurde aus 0,6232 g Dibrom-biliansdure die 19,32 ecm n/10-HC! 
entsprechende Menge BaCO, titriert; berechnet sind 20,5 eem. Die CO,-Ent- 
wicklung setzt schon kriftig ein beim UbergieBen der Dibrom-biliansdure 
mit Pyridin. Andererseits zeigte ein besonderer Versuch, daB bei Raum- 


temperatur innerhalb 48 Stunden nur 20°/, des Broms vom Pyridin heraus- 
genommen werden. Es ist deshalb zweifelhaft, ob die Decarboxylierung 


von der Bildung der Doppelbindung abhiangig ist. 

Saure C,,H,,0, (VD. In eine Lésung von 0,5 g reinster 
ungesattigter Bromséure in 10 ccm Methanol, in der 1g Pd—- 
CaCO, suspendiert ist, wird sofort nach dem Hinzufiigen von 
5 ccm n/l-methylalkolischer Kalilauge Wasserstoff eingeleitet. 
Man setzt dies 3 Stunden lang fort, wahrend die Lisung auf 
dem Wasserbad erhitzt wird. Die vom Katalysator abgesaugte 
Lésung wird eingedampft, der Riickstand mit wenig Wasser auf- 
genommen, dann wird angesduert. Das Rohprodukt krystallisiert 
man aus Eisessig unter Anspritzen mit Wasser um. Feine Nadeln 
vom Schmelzp. 221—222° 

4,986 mg Subst. (bei 125° i. V.): 12,35 mg CO,, 3,75 mg H,0. 
Cy,H,,0, (406) Ber. C 67,55 4H 8,41 Gef. C 67,98 H 8,37. 
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Titration. 21,41 mg Subst.: 1,99 eem 0,0555 n-NaOH. 
Aquivalent (406/2) Ber. 203 ~=Gef. 194. 
Diese Siure ist gegen Permanganat vollkommen stabil. 
Methylester. Mit Diazomethan dargestellt. Aus Methanol haarfeine 
Nadeln vom Schmelzp. 109—110°. 
4,301 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,885 mg CO,, 3,34 mg H,O. — 
4,017 mg Subst.: 4,01 mg Agu. 
C,,H,5,0, (434) Ber. C 69,12 H875 2O0CH, 14,29 
Gef. ,, 69,00 ,, 8,68 » 13,19. 
Reduktion der ungesittigten Bromsiure zur Keto- 
dicarbonsaéure C,,H,.O,. Zu der Lésung von 1 g der Siure V 
in 20 ccm Eisessig und 6 cem konzentrierter Salzsiiure fiigt man 
im Laufe einer Stunde unter dauerndem Schiitteln 2 g Zinkstaub. 
Nach Stehen iiber Nacht wird vom iibriggebliebenen Zinkstaub 
abgesaugt und die Essigsiure i. V. abdestilliert. Nach Zugabe 
von Wasser fallt ein anfangs schmieriger Niederschlag, der nach 
dem Absaugen und Trocknen mit Ather verrieben und dann aus 
Kisessig unter Anspritzen mit Wasser umkrystallisiert wird. Nach 
zweimaliger Wiederholung dieser Operation schmelzen die 6-seitigen 
Tifelchen der Siure nicht scharf bei 198—200°, 
4,631, 5,005 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 11,690, 18,250 mg CO,, 
3,61, 4,03 mg H,O. 
C,,H;,0; (392) Ber. C 70,40 H 9,18 
Gef. ,, 69,71, 70,21  —_,, 9,00, 9,07. 
Titration. 28,70, 23,40 mg Subst.: 2,70, 2,17 com 0,0555 n-NaOH. 
Aquivalent (392/2) Ber. 196 Gef. 191, 194. 
Die Liésung der Siure in Eisessig ist gegen Permanganat 
nicht ganz bestiindig; mit Brom reagiert sie kaum. Tetranitro- 
methan bringt keine Farbung hervor. 


Oxydation der Siure C,,H,,0, zu Biloidansiure. Die 
Liésung von 0,5 g der Siure in 1 ccm rauchender Salpetersiure 
wird 2 Stunden lang im Wasserbad bei 60° erwirmt. Beim Ab- 
kiihlen bildet sich ein festes Gel, durch Verdiinnen mit Wasser 
erhilt man einen flockigen Niederschlag, der nach dem Trocknen 
mit Ather verrieben und erst aus verdiinntem Hisessig, dann aus 
siedendem Wasser umkrystallisiert wird. Schmelzp. 227° (Zers.). 


4,257 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 8,390 mg CO,, 2,50 mg H,O. 
C,,H3,0,4 (486) Ber. C 54,10 H 6,56 Gef. C 53,80 H 6,57 


Titration. 21,46 mg Subst.: 5,448 ecm n/20-KOH. 
Aquivalent (488/6) Ber. 81 = Gef. 79. 
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Die ungesattigte Brom-nitrosdure ©,.H,,O,NBr (VII). 0,5 ¢ der 
ungesattigten Bromsaure C,,H,,0,Br (V) wird seit 1 ccm rauchender 
Salpetersiure iibergossen. Nachdem die neben der Nitrierung vor 
sich gehende Oxydation sich gemaBigt hat, erwarmt man noch 
3 Stunden lang im Wasserbad auf 170°, fallt nach dem Erkalten 
mit Wasser, digeriert den scharf getrockneten Niederschlag mit 
Ather und krystallisiert schlieBlich aus schwach verdiinntem Eis- 
essig um. GroBe hexagonale wasserklare Krystalle vom Schmelz- 
punkt 215°. 

4,363 mg Subst. (bei 125° i. V. getr.): 8,385 mg CO,, 2,27 mg H,0. — 


4,882 mg Subst.: 0,127 ccm N, (20°, 717 mm). — 7,564 mg Subst.: 2,705 mg 
AgBr. 
C,,H,,0,.NBr (528) Ber. C 5228 H5,68 N2,65 Br 15,15 
Gef. ,, 52,41 ., 5,82 2,86 15,21. 


Titration. 20,6 mg Subst.: 2,387 cem n/20-KOH. 
Aquivalent (528/3) Ber. 176 Gef. 173. 

Bei der Titration wird die NO,-Gruppe unter Anlagerung von KOH 
an die Doppelbindung mit titriert. Vgl. dazu das analoge Verhalten von 
Phenyl-nitroaithylen. Mit Diphenylamin gibt die Nitrosiure erwartungs- 
gemaiB keine Farbreaktion. 


Uber ein weiteres Bromierungsprodukt der Bilianséure. Der 
Verlauf der Bromierung von Ketosauren der Gallensaiuregruppe 
ist launenhaft und deshalb haufig nicht reproduzierbar. So wurde 
in einigen wenigen Fallen bei der zweifachen Bromierung von 
Biliansiiure unter den gleichen Bedingungen, wie sie oben an- 
gegeben sind, an Stelle der beschriebenen Dibrom-biliansdure eine 
anscheinend véllig einheitliche Bromsiure erhalten. deren Ana- 
lysen auf eine Molekiilverbindung aus einer Mono- und Dibrom- 
biliansiure hinweisen. Bei der Umsetzung dieser Verbindung 
erhielt man aus der Monobrom-Komponente, die mit der zuerst 
dargestellten Monobrom-biliansiure nicht identisch, vielleicht aber 
stereoisomer ist, unter Abspaltung von CO, eine gut definierte 
Oxy-diketo-dicarbonsaure C,,H,,C 

Die Bromierung und die V dll der Lésung erfolgte, genau wie 
geschildert, mit 2 Mol Brom. Das erhaltene krystalline Produkt wurde aus 
der Hiilse mit Ather extrahiert, wobei gewohnlich eine kleine Menge Di- 
brombiliansiure vom Schmelzp. 208 ° ungelést blieb. Der aus der Ather- 
lésung isolierte Anteil wurde aus Eisessig zu groBen hexagonalen Saulen yom 
Schmelzp. 180° umkrystallisiert. Die Analysen stimmen ziemlich gut auf 
eine Verbindung aus je 1 Mol einer Mono- und Dibrom-biliansaure. 


Ber. C 50,89 H 5.79 
Gef. ,, 50,28, 50,60  ., 5,96, 5.96. 
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Verseifung zur Siiure C,,H,,0,. 2,6 g des bei 180° schmelzenden 
Priparates wurden mit 250 ccm n/10-KOH 24 Stunden in Reaktion gelassen. 
Nach dieser Zeit ergab eine Brombestimmung, daB mehr als die Hiilfte des 
Broms zum Ion geworden war. Mehr Brom wurde auch beim Erwirmen 
der Lésung nicht herausgespalten. Die Siure wurde nun ausgefiillt, in 
Ather aufgenommen, der Riickstand vom Ather mit Essigester digeriert und 
nachdem so die Schmieren entfernt waren, aus Eisessig unter Anspritzen 
yon Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 222—223°. 


5,237, 4,340 mg Subst. (bei 125° i. V. getr.): 12,500, 10,445 mg CO,, 
3,78, 3,18 mg H,0O. 
C,,H,,0, (422) Ber. C 65,40 H 8,06 
Gef. ,, 65,10, 65,64  ,, 8,07, 8,20. 


Titration. 15,32 mg Subst.: 1,495 eem n/20-KOH. 
Aquivalent (422/2) Ber. 211  Gef. 205. 


Die Siure ist gegen Permanganat bestiindig und gibt weder mit FeCl, 
noch mit Tetranitro-methan eine Firbung. 

Der Methylester, mit Diazomethan dargestellt, krystallisiert aus Ather 
in feinen, zu Biischeln angeordneten Nadeln. Aus Methylalkohol 
Schmelzp. 105°. 


2,990 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 2,95 mg AgJ. 
C,;H,,0, (448) Ber. 20CH, 13,83 Gef. OCH, 13,03. 


Verhielt sich so die in der ,,Molekiilverbindung“ enthaltene Monobrom- 
biliansiure anders als die zuerst beschriebene Siiure, so gilt dies auch fiir 
die daran beteiligte Dibrom-bilianséiure. Versucht man niimlich mit der 
Mischsiure vom Schmelzp. 180° die Reaktion mit Pyridin durchzufiihren, 
deren glatter Verlauf bei der Dibrom-biliansiiure geschildert ist, so erhiilt 
man nur ein harziges Produkt. Wenn man aber dieses nicht krystallisier- 
bare Gemisch mit einem Uberschu8 von n/1-NaOH '1/, Stunde lang auf 
dem Wasserbad erhitzt, so kommt man zu einer schén krystallisierten Siure, 
die sich aus schwach verdiinntem Eisessig rein gewinnen liBt. Schmelz- 
punkt 151—152°. 

4,608 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 11,540 mg CO,, 3,29 mg H,0O. 
C,3H3,0, (402) Ber. C 68,18 H 7,46 Gef. C 68,30 H 7,98. 

Titration. 14,66 mg Subst.: 1,5 eem n/20-KOH. 

Aquivalent (402/2) Ber. 201 Gef. 195. 

Die Saure ist gegen Permanganat stark ungesiittigt. Ihre genauere 
Untersuchung konnte nicht durchgefiihrt werden. Sicher ist aber, da8 bei 
der Herausspaltung des Broms auch CO, abgegeben worden ist, wahrschein- 
lich, daB je eines der beiden Br-Atome der CO-Gruppe an C, in Ring B 
benachbart steht und daB ihre Herausnahme mit der Bildung zweier Doppel- 
bindungen verkniipft ist. 


Die Bromierung der Ketosduren der Hyo-desoxycholsaure-Reihe. 
Dibrom-3,6-diketo-allocholansiure. 1 g 3,6-Diketo-allo- 
cholansiiure [8-Dehydro-hyo-desoxycholsiure')] wird in 20 ccm 


) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 244 (1926). 
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Eisessig gelést. Dazu fiigt man in der Kilte dreimal je 2,5 com 
2 n-Brom—Kisessig-Lésung, das sind 3 Mole. Soviel braucht man, 
weil nebenher héhere Bromierungen verlaufen. Das Brom wird je- 
weils rasch verbraucht; die zuerst entfairbte Lésung farbt sich intensiy 
kirschrot, bleibt aber nach Verbrauch des dritten Mols Brom gelb, 
Die Lésung wird nun i.V. eingeengt; die zu Rosetten gruppierten 
Nadeln, die herauskommen, schmelzen, wiederholt aus Eisessig um- 
krystallisiert, bei 194—-195° (Zers.). 

4,492 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 8,72 mg CO,, 2,47 mg H,0. 
C,,H,,0,Br, (546) Ber. C 52,75 H 623 Gef. C 52,94 4H 6,15, 

In nicht ganz reinem Zustand sind eine Monobrom- und eine Tri- 
bromsidure derselben Diketosiure erhalten worden und zwar die erste bei 
Anwendung von 1 Mol Brom. Sie schmolz, zweimal aus Eisessig umkrystalli- 
siert, bei 164—165° (Ber. C 61,67 H 7,50 Gef. C 63,24 H 7,89). 

Die Tribromsidure isolierte man bei einem Versuch mit 3 Mol Brom, 
in dem das Brom ungewoéhnlich langsam verbraucht worden war. Schmelz- 
punkt der zweimal aus Eisessig umkrystallisierten Sdéure bei 219—220' 
(Ber. C 46,08 H5,28 Gef. C 47,57 H 5,36). 

Brom-3-oxy-6-keto-cholansaiure. 2,6 g Oxyketosiure’) 
Schmelzp. 170—172° in 10 ccm Hisessig werden mit 13,5 ccm 
2 n-Brom-Eisessig-Lésung, die in 2 Anteilen zugefiigt werden, zur 
Reaktion gebracht. Das erste Mol wird in 15 Minuten, das zweite 
in noch kirzerer Zeit verbraucht. Die entfirbte Lésung wird 
sofort in SO,-haltiges Wasser gegossen, der Niederschlag ab- 
gesaugt, im Exsiccator scharf getrocknet und mit Ather verrieben. 
Man erhalt so Krystalle (0,39 g), die aus Eisessig zu einheitlichen 
Platten mit hiufiger Zwillingsbildung umkrystallisiert werden. 
Schmelzpunkt unscharf bei 193°. 

4,672 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,465 mg CO,, 3,29 mg H,0. 
C,,H;,0,Br (469) Ber. C 61,41 H 7,89 Gef. C 61,09 H 7,88. 

Als man die Bromierung der Oxy-ketosiiure einmal in Methanol ver- 
suchte (0,5 g Sdéure in 5 cem Methanol, 2 Mol Brom), krystallisierte nach 


einiger Zeit der Methylester der monobromierten Siure aus. Schmelzp. 108 
bis 109°. 


4,901 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,040 mg CO,, 3,53 mg H,0. — 
4,844 mg Subst.: 2,37 mg AgJ. 
C,;H,,0,Br (483) Ber. C 62,11 H 8,07 OCH, 6,42 
Gef. ,, 61,44 ,, 806 , 6,46. 





) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 212, 44 (1932). Der Methy]- 
ester der Siure, der mit Diazomethan dargestellt wurde, schmilzt, 2 mal 
aus Methanol umkrystallisiert, bei 140—142°. 

4,273 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 2,33 mg AgJ. 

C,;H,,.0, (404) Ber. OCH, 7,67 Gef. OCH, 7,20. 
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Eine Dibrom-3-oxy-6-keto-cholansiure wurde in nur 10°/,iger 
Ausbeute gewonnen, als man 0,5g der Oxy-ketosiiure (Modifikation vom 
Schmelzp. 160°) in 10 cem Eisessig mit 2 Mol Brom zur Reaktion brachte. 
Der Bromverbrauch erfolgte viel langsamer und war nach 24 Stunden noch 
nicht vollstiindig. Das mit Wasser ausgefillte Produkt lieB sich mit groBer 
Schwierigkeit aus Ather—Petrolither oder aus Eisessig und wenig Wasser zu 
haarfeinen Nadeln umkrystallisieren. Schmelzp. 175°, nachdem nochmals 
aus verdiinnter Essigsiiure umkrystallisiert worden war. 

4,390 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 8,490 mg CO,, 2,59 mg H,0. 
C,.H,,0,Br. (548) Ber. C 52,55 H 6,57 Gef. C 52,74 H 6,60. 


Der Methylester schmilzt bei 130°. 


Brom-3-oxy-6-keto-allocholansiure. 0,3 g der Allosiure’) 
(Schmelzp. 183—184°) wurde in 5 cem Methanol mit 2 Mol Brom 15 Stunden 
lang zur Reaktion gebracht. Die jetzt entfirbte Loésung wurde mit Wasser 
gefillt, der getrocknete Niederschlag lieB sich mit groBer Miihe aus Kis- 
essig unter Zutropfen von Wasser krystallisiert erhalten. Lange verfilzte 
Nadeln. Unter erheblichen Verlusten wurde durch wiederholte Krystallisation 
die Siure auf den Schmelzp. 162° gebracht. 


4,176 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,465 mg CO,, 3,04 mg H,0. 
C,,H,,0,Br (469) Ber. C 61,41 H 7,89 Gef. C 61,82 H 8,14. 


1) Diese Z. 212, 49 (1932). 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung des Prolins 
und des Oxyprolins. 
Yon 
Konrad Lang. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1933.) 


Prolin und Oxyprolin sind bisher einer direkten Mikroanalyse 
nicht zuginglich gewesen. Die Ursache liegt in dem Fehlen typi- 
scher Reaktionen, insbesondere charakteristischer Farbreaktionen 
begriindet. Abgesehen von der Estermethode war man bisher 
ledighich auf indirekte Methoden zur Bestimmung dieser beiden 
Aminosaiuren angewiesen. Einen Fortschritt brachten die Unter- 
suchungen von Fiirth und Minnibeck?), denen es gelang, durch 
Kombination der van Slykeschen Methode’) der Bestimmung des 
Nichtamino-N aus Phosphorwolframsiure-Filtraten mit der fraktio- 
nierten Extraktion der EiweiBhydrolysate mit Butyl- und Propy! 
alkohol nach Dakin‘), sowie mit der Cadmiumchloridfallung de 
Prolins nach Kapfhammer und Eck‘) eine Methode auszuarbeiten, 
welche es gestattet, in wenigen Grammen Eiwei8 Prolin und Oxy 
prolin auch gesondert zu bestimmen. Aber die diesem Verfahren 
zugrunde liegenden Trennungsmethoden sind unspezifisch und 
zudem nicht tibermaBig genau, worauf auch von Fiirth und 
Minnibeck besonders hingewiesen wird. Zudem sind zu einer 
Analyse immerhin noch einige Gramm Eiweii erforderlich, was 
die Anwendung dieser Methode fiir Fragestellungen der Pathologie 
erschwert. Es erschien mir daher wiinschenswert zu sein, ein aul 
spezifischen Reaktionen des Prolins und Oxyprolins basierendes 
analytisches Verfahren auszuarbeiten, zu dessen Durchfihrung 


fi 





1) Biochem. Z. 250, 18 (1932). 

*) J. of biol. Chem. 10, 15 (1911) und 39, 479 (1919). 
*) J. of biol. Chem. 44, 499 (1920). ) 
*) Diese Z. 170, 294 (1927). 
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einige Milligramme bis héchstens Zentigramme Protein erforder- 
lich sind. 

Langheld?) hat die Einwirkung von Hypochlorit auf Amino- 
siuren einer niheren Untersuchung unterzogen. Er konnte zeigen, 
daB alle Aminosiuren, mit Ausnahme des Prolins und des Oxy- 
prolins, durch Hypochlorit unter Abspaltung von CO, und Des- 
aminierung zu der um 1 C-Atom irmeren Carbonylverbindung 
abgebaut werden. Auf Prolin und Oxyprolin wirkt dagegen Hypo- 
ehlorit in anderer Weise ein: Prolin spaltet CO, ab und es ent- 
steht unter gleichzeitiger Dehydrierung in quantitativer Ausbeute 
\-Pyrrolin. In analoger Weise wird Oxyprolin in ein Oxypyrrolin 
iibergefiithrt. 

Kigene Untersuchungen ergaben, daB sich Pyrrolin und Oxy- 
pyrrolin leicht durch typische Farbreaktionen auch schon in aller- 
ceringsten Konzentrationen nachweisen lassen und daB diese Farb- 
reaktionen zur quantitativen Bestimmung dieser Substanzen und 
damit auch zur quantitativen Bestimmung von Prolin und Oxy- 
prolin geeignet sind. Pyrrolin und Oxypyrrolin geben niimlich 
die meisten aus der Chemie des Pyrrols bzw. des Tryptophans 
her bekannten Reaktionen. So lassen sie sich mit p-Dimethy]l- 
aminobenzaldehyd in saurer Lésung zu einem rotvioletten Farb- 
stoff kondensieren, weiterhin geben sie mit starken Mineralsiiuren 
Firbungen, die Voisenetreaktion u. a.m. Auferdem gibt das Oxy- 
pyrrolin, nicht aber das Pyrrolin, noch eine Reihe weiterer Re- 
aktionen, so z.B. die Millonsche Reaktion, eine Blaufairbung mit 
dem Folin-Denisschen Reagens und eine Violettfiirbung beim 
Krhitzen mit Isatin in verdiinnter Schwefelsiure. 


Die im folgenden beschriebene Mikromethode zur Bestimmung 
des Prolins und des Oxyprolins beruht demnach auf dem folgenden 
Prinzip: Die zu untersuchenden Eiweibhydrolysate werden mit 
Hypochlorit behandelt, wodurch aus Prolin und Oxyprolin Pyrrolin 
und Oxypyrrolin entstehen, die sich leicht durch Wasserdampf- 
destillation aus dem Reaktionsgemisch isolieren lassen. In einem 
Teile des Destillates erfolgt die Bestimmung der Summe von 
Pyrrolin und Oxypyrrolin durch die Farbreaktion mit p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd, in einem anderen Teile des Destillates wird 
das Oxypyrrolin allein durch Kondensation mit Isatin in ver- 
diinnter Schwefelsiiure bestimmt. Die Differenz der gefundenen 


) Ber. chem. Ges. 42, 2360 (1909). 
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Werte ergibt das Pyrrolin. Durch die Wasserdampfdestillation 
erfolgt die Abtrennung von der einzigen Substanz, welche die 
Bestimmung stéren kénnte, dem Indolacetaldehyd, der durch die 
Einwirkung von Hypochlorit aus Tryptophan entsteht, der aber 
mit Wasserdimpfen nicht fliichtig ist. 


Die Durchfiihrung der Bestimmung: 

Erforderliche Reagentien: 1. 6 n-HCl, 2. 6 n-NaOH, 3. Hypochlorit- 
lésung nach Raschig, 4. HgCl, gesittigte Liésung, 5. 2,5°/, alkoholische 
Lésung von p-Dimethylaminobenzaldehyd, 6. 0,05°/, Lésung von Isatin in 
konzentrierter H,SO,, 7. 5°/, Lésung von NaCN. 

Darstellung der Hypochloritlésung nach Raschig'): In einem 1 Liter 
fassenden Kolben werden 190 ccm Kjeldahllauge mit 600 g Eis versetzt und 
der Kolben genau gewogen. Dann leitet man so lange Cl, ein, bis die 
Gewichtszunahme 71 g betrigt. Darauf wird filtriert und auf 1 Liter mit 
Wasser aufgefiillt. Diese Lésung ist monatelang haltbar. 

Etwa 300 mg Eiweif werden mit 5 cem 6n-HCl 20 Stunden 
am Riickflubkihler gekocht. Nach dem Erkalten wird mit einer 
Spatelspitze gereinigtem Kaolin durchgeschiittelt und in einem 
MefSkélbchen auf 10 ccm mit Wasser aufgefillt. Je nach der zu 
erwartenden Prolinmenge werden 1—5 ccm des Hydrolysates in 
einem Reagenzglase gegen Phenolphthalein moéglichst genau neu- 
tralisiert und das Glas in Eiswasser eingestellt. 

Zur Umsetzung mit Hypochlorit und zu der Wasserdampt- 
destillation dient die in der Figur wiedergegebene Apparatur’), 
deren Wirkungsweise ohne weiteres aus der Zeichnung ersichtlich 
ist. Zuniichst muB der Apparat vorgewiirmt werden. Dies ge- 
schieht dadurch, daB Wasserdampf durch den Uberhitzer (1) au‘ 
120—130° erwiirmt und in das ReaktionsgefiB (5) eingeleitet wird. 
Dabei sind die Hahne 4 und 6 geschlossen und der Dreiweghahn (2) 
ist so gestellt, daB nur Kommunikation zwischen 1 und 5 besteht. 
Ist die Apparatur hei, so versetzt man das in Eiswasser gekiihlte 
und neutralisierte Kiwei8hydrolysat mit Hypochlorit (auf je 10 mg 
EiweiB 0,1 ccm der Raschigschen Lisung) und fillt das Reaktions- 
gemisch in den Tropftrichter (3), der von einem mit Eiswasser 
beschickten Kiihlmantel umgeben ist. Dann lift man das Reaktions- 
gemisch durch Offnen des Hahnes 4 und gleichzeitige Drehung des 
Dreiweghahnes 2 in dem Sinne, daf Kommunikation mit auBen 
besteht, also in der Apparatur kein Uberdruck herrscht, nach 5 


)} Ber. chem. Ges. 40, 4580 (1907). 
*) Zu beziehen durch Bartsch-Quilitz & Co., Zweigstelle Kiel, KarlstraSe. 
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einflieBen, worauf man sofort die Hihne 2 und 4 in die alte 
Stellung zuriickdreht. Dann spilt man das Reagenzglas 2 mal 
mit je 2—3 ccm Wasser aus und libt das Wasser gleichfalls durch 
den Tropftrichter nach 5 einlaufen. Unter starkem Aufschiumen 
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erfolgt die eingangs geschilderte Zersetzung der Aminosiuren. Die 
mit Wasserdampf fliichtigen Reaktionsprodukte werden im Kiihler- 
rohr (7) kondensiert. Als Vorlage dient ein MeBzylinder. Man fiangt 
genau 100 ccm Destillat auf. Nach Beendigung der Destillation 
entleert man die Apparatur durch den Hahn 6, spilt mit Wasser 
durch, worauf der Apparat fir die nachste Bestimmung bereit ist. 

Man pipettiert nun aliquote Teile des Destillates, am besten je 
20 cem in konisch zulaufende Zentrifugengliser und setzt tropfen- 
weise 2.ccm einer gesittigten HgCl,-Lisung zu. Wenn sich die 
entstehende Fiallung zu sedimentieren beginnt, wird scharf zentri- 
fugiert und die obenstehende Fliissigkeit abgesaugt. Dann wird 
der Niederschlag 2mal in je 5 ccm Alkohol aufgewirbelt, durch 
Einstellen in ein Wasserbad auf etwa 60° erwiirmt, abgekihlt, 
zentrifugiert und die Waschflissigkeit durch Absaugen entfernt. 
Darauf verteilt man den Niederschlag in etwa 2ccm Wasser und 
bringt ihn durch Zugabe einiger Tropfen der 5°/,igen Cyanid- 
lésung in Lésung, fiigt 1 com 6 n-HCl hinzu und spiilt in einen 
25 cem MeBkolben iiber (bei sehr prolinarmen EiweiBkérpern in 
einen 10 com MeBkolben). Zu der einen Portion gibt man 1 ccm 
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der Dimethylaminobenzaldehydlésung, zu der anderen 1 ccm der 
Isatinschwefelsiure, fiillt beide MeBkolben mit Wasser bis zur 
Marke auf und hingt sie in ein kochendes Wasserbad. Nach genau 
5 Minuten nimmt man den mit der Aldehydlésung beschickten 
Kolben heraus und kihlt ihn durch Einstellen in Eiswasser, der 
mit Isatinschwefelsiure beschickte Kolben bleibt 10 Minuten im 
Wasserbad. Enthielt das zu untersuchende EiweiB Prolin, so hat 
sich in der mit Aldehyd versetzten Probe eine Rotviolettfarbung 
entwickelt, ist daneben noch Oxyprolin vorhanden, so ist auch 
mit der Isatinschwefelsiure eine Farbung entstanden. Sofort nach 
dem Abkiihlen mift man die Farbintensititen der Proben im 
Stufenphotometer unter Vorschaltung des Filters 8. 57. 

Zur Aufstellung von Eichkurven fiir das Stupho geht man 
am besten in der Weise vor, daB man zu einem Hydrolysat eines 
prolin- und oxyprolinfreien Proteins bekannte Mengen — etwa 
0.5, 1,0, 2,0, 3,0 mg Prolin bzw. Oxyprolin zusetzt, die Bestimmung 
wie oben geschildert durchfiihrt und die erhaltenen Extinktions- 
koeffizienten in ein Koordinatensystem eintrigt. Die erhaltenen 
Werte sind auf 5°/, genau reproduzierbar. Frei von Prolinkérpern 
ist menschliches Serumalbumin, besonders die stabileren Unter- 
fraktionen, ich habe zur Aufstellung der Eichkurve die zwischen 
66 und 75°', Ammonsulfatsittigung ausfallende Fraktion beniitzt. 
Diese Art der Aufstellung der Eichkurven ist dem Arbeiten mit 
reinen Prolin- bzw. Oxyprolinlésungen vorzuziehen. Arbeitet man 
mit reinen Lésungen, so eriibrigt sich die Sublimatfillung der 
Destillate und man kann die Farbenreaktionen direkt mit den 
Destillaten anstellen. Zur Umsetzung mit Hypochlorit benidtigt 
man pro Milligramm Prolin 0,008 ccm der Raschigschen Lésung. 
Bei Versuchen mit Gemischen reiner Prolin- und Oxyprolinlésungen 
findet man die Extinktionskoeffizienten fiir die Isatinreaktion um 
eine Kleinigkeit zu hoch. Doch kann man diese kleine Erhéhung 
zur Aufstellung der Eichkurve vernachlissigen, da sie bei Zusatz- 
versuchen zu KiweiBhydrolysaten nicht in Erscheinung tritt. Weder 
fiir die Isatin- noch fiir die Aldehydreaktion ist das Beersche 
Gesetz ganz streng giiltig, was aber nur durch die mit steigenden 
Prolinmengen nicht mehr ganz quantitatiy erfolgende Uberdestil- 
lation bedingt ist. Man braucht insgesamt 3 Eichkurven: niimlicl: 
eine fiir die Isatinreaktion des Oxyprolins und je eine fiir die 
Aldehydreaktion des Oxyprolins und des Prolins. 

Die Berechnung des Analysenergebnisses gestaltet sich 
folgendermaBen: Man ermittelt zunichst aus der Eichkurve fiir 
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die Isatinschwefelsiurereaktion die dem gefundenen Extinktions- 
koeffizienten entsprechende Oxyprolinmenge. Dann sucht man 
auf der Kichkurve fiir die Aldehydreaktion des Oxyprolins den der ge- 
fundenen Oxyprolinmenge entsprechenden Extinktionskoeffizienten 
auf. Der durch die Ablesung am Stupho erhaltene minus dem 
fir das Oxyprolin aufgesuchten ergibt den Extinktionskoeftizienten 
fiir die Aldehydreaktion des Prolins, worauf aus der entsprechenden 
EKichkurve die Prolinmenge abgelesen werden kann. 


Diskussion der Methode. 


Untersuchungen iiber die Frage, ob die Art der Eiweib- 
hydrolyse, sauer oder alkalisch, einen EinfluB auf die gefundenen 
Prolinwerte hat, ergaben, daB das nicht der Fall ist. Die Sublimat- 
fillung der Destillate ist, falls man nicht mit reinen Lésungen 
des Prolins oder Oxyprolins arbeitet, unerliBlich, da die Farb- 
intensitat der Isatinschwefelsiurereaktion durch andere bei der 
Wasserdampfdestillation mit iibergehende Substanzen stark ver- 
mindert wird, ja sogar die Firbung ganz aufgehoben werden kann. 
Diese stérenden Substanzen gehen zwar in die Sublimatfallung 
mit ein, lassen sich aber leicht durch Alkohol, zumal in der Hitze 
auswaschen. Die Sublimatfillung des Pyrrolins und Oxypyrrolins 
ist quantitativ. Beim Auswaschen der Sublimatniederschlige mit 
Alkohol geht kein oder héchstens ganz geringfiigige Spuren Pyrrolin 
bzw. Oxypyrrolin in Lésung. Arbeitet man mit EiweiBkérpern, 
die sehr reich an Prolinkérpern sind, wie etwa Gelatine, die rund 
20°/, Prolinkérper enthalt, empfiehlt es sich, die Sublimatfillung 
nur mit kaltem Alkohol auszuwaschen. Handelt es sich um Proteine, 
die nur Prolin, nicht aber Oxyprolin enthalten, hierher gehéren 
die Serumglobuline, das Globin, ferner die Muskel- und Nieren- 
eiweiBkérper, so kann man die Sublimatfillung der Destillate, ohne 
einen groBen Fehler zu begehen, weglassen, da die Aldehydreaktion 
des Pyrrolins nur wenig durch andere bei der Wasserdampfdestillation 
mit iibergehende Substanzen beeinfluBt wird. 

Die Ablesung im Stupho muB sofort erfolgen, da die Farb- 
intensitét bald abzublassen beginnt. Die Bestimmung des Oxy- 
prolins ist wesentlich genauer als die des Prolins, weil die Farb- 
intensitit der Aldehydreaktion fiir das Oxypyrrolin rund 8 mal 
so groB ist als fiir die iquivalente Pyrrolinmenge. 


Von der Brauchbarkeit der Methode habe ich mich in Zusatz- 
versuchen, ferner durch Analyse von Eiweib mit genau bekanntem 
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Prolin—Oxyprolingehalt iiberzeugt. Als Beispiele seien folgende 
Versuche wiedergegeben: Zu 65,6 mg Globin wurden 0,5 mg Oxy- 
prolin zugesetzt. Wiedergefunden wurden 0,48 mg Oxyprolin. Zu 
67,1 mg Globin wurden 1,0 mg Oxyprolin zugesetzt. Wiedergefunden 
wurden 1,01 mg Oxyprolin. 

13,0 mg Gelatine ergaben 1,20 mg Prolin und 1,79 mg Oxy- 
prolin = 9,2°/, Prolin und 13,0°/, Oxyprolin, was gut mit den in 
der Literatur fir den Prolin—Oxyprolingehalt der Gelatine an- 
gegebenen Zahlen iibereinstimmt. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode mitgeteilt, die es gestattet in Mulli- 
grammen bis Zentigrammen Eiweif, Prolin und Oxyprolin auch 
gesondert zu bestimmen. Das Prinzip der Methode griindet sich 
auf die Uberfiihrung des Prolins bzw. Oxyprolins in Pyrrolin bzw. 
Oxypyrrolin durch Behandlung mit Hypochlorit. Pyrrolin und Oxy- 
pyrrolin lassen sich durch typische Farbreaktionen schon in aller- 
geringsten Konzentrationen quantitativ bestimmen. 


Der Firma Hoffmann-La Roche u. Co. A. G. danke ich fiir 
die freundliche Uberlassung der zu diesen Versuchen bendtigten 
reinen Prolin- und Oxyprolinpriparate. 

















Darstellung von 1(+)-Glutaminsadure-monoathylester, 
i(—)-Isoglutamin 

- und 1(—)-N-Carbobenzoxy-glutaminsdure-monoathylester. 
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(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1933.) 


Der 1(+)-Glutaminsiiure-monoithylester ist von Haber- 
: mann?) dargestellt, jedoch in seiner Konstitution nicht aufgeklart 
r : worden, Er gibt fiir den von ihm gewonnenen Ester Schmelzp. = 164 
bis 165° an. Die von uns in ganz ihnlicher Weise dargestellte 
Verbindung zeigte einen 30° héher liegenden Schmelzpunkt. Die 
Differenz diirfte auf nicht geniigende Reinheit des von Haber- 
mann gewonnenen Produktes zuriickzufiihren sein. Daf die von 

uns gewonnene Verbindung die Struktur 


HOOC-CH,+CH,-CH(NH,)-CO-00C,H, 


besitzt, wurde durch ihre Uberfiihrung in das Amid bewiesen. 
Ks entstand 1(—)-Isoglutamin. Nun haben bereits M. Berg- 
mann und L. Zervas*), ausgehend von | (-+)-Glutaminsiure, 
[soglutamin dargestellt. Es wies [@],=-+ 21,1° auf, d.h. es 
zeigte eine der von uns gefundenen Drehung entgegengesetzte. 
Da nun bei unserer Darstellung des Isoglutamins eine Waldensche 
Umkehrung nicht in Frage kommen kann, diirfte eine solche 
) bei der yon den genannten Forschern durchgefiihrten Synthese 
eingetreten sein. Sie gewannen Isoglutamin iiber die N-Carbo- 
benzoxyglutaminsiiure, deren Anhydrid und das N-Carbobenzoxy- 
) —_ isoglutamin. Vielleicht erfolgte die Umlagerung bei der Offnung 
_ des Anhydridringes. 








) Liebigs Ann. 179, 254 (1875). *) Ber. Chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
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Experimenteller Teil. 


1-Amino-1-carbathoxy -3-carboxy - propan. 1 (+-) - Glutaminsaure. 
monoathylester. HOOC-CH,-CH,- CH(NH,)-CO-OC,H,;. 10g 1 (+)-Glut- 
aminsiiure wurden in 70 cem Alkohol suspendiert und eben bis zur Lisung 
Salzsiiure eingeleitet (15 Minuten). Darauf wurde der Alkohol sogleich im 
Vakuum bei niedriger Temperatur abgedampft und die tiberschiissige Salz. 
siiure durch mehrmaliges Aufnehmen mit Alkohol und erneutes Abdampfen 
méglichst vollstindig entfernt. Das Hydrochlorid des Halbesters hinterblieh 
80 ‘als farbloser Syrup. Er wurde in etwa 300 cem heiBen Wassers auf. 
genommen und der saure Ester durch einen geringen UberschuB von Silber. 
oxyd in Freiheit gesetzt. Dann wurde noch hei vom ausgefallenen Silber. 
chlorid abfiltriert und das Filtrat sogleich vom Silber durch Einleiten yon 
Schwefelwasserstoff befreit. Die im Vakuum eingedampfte Lésung hinterlief 
eine weibe, blitterige Krystallmasse, die nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren aus waBrigem Alkohol konstant bei 194° schmolz. Ausbeute un- 
gefiihr 8 g. Schone, perlmutterglinzende Bliittchen. Der saure Glutamin- 
siure-iithylester ist leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol. Seine 
wiBrige Liésung reagiert sauer. Ninhydrinreaktion positiv. 


0,44-100 


[e]> = 180188 = + 14,60° (in Wasser). 
“9 


2,717, 4,099 mg Subst.: 4,775, 7,225 mg CO,, 1,800, 2,805 mg H,O. — 
0,0317 g Subst.: nach Kjeldahl 1,82 cem 1/10n-H,SO,. 


C,H,;0,N (Mol.-Gew. 175) Ber. C 48,00 H 7,43 N 8,00 
Gef. ,, 47,93, 48,07 ,, 7,41, 7,66 ,, 8,04. 


1(—)-Isoglutamin. HOOC-CH,+CH,-CH(NH,)-CO-NHg. 0,5 g des eben 
beschriebenen 1(+)-Glutaminsiiure-monoiithylesters wurden in 5cecm 25°/, igem, 
wiiBrigem Ammoniak gelést und 4 Tage bei Zimmertemperatur stehen ogi 
Dann wurde im Vakuum itiber Schwefelsiure und Phosphorpentoxyd al 
gedunstet, das farblose Ol in Alkohol aufgenommen und wieder abgedunstet 
BeimAnreiben des jetzt verbliebenen Ols setzte sehr bald Krystallisation ein. 
Schén ausgebildete Prismen, die sich aus siedendem Alkohol, allerdings 
unter groBen Verlusten und teilweiser Zersetzung (NH,-Abspaltung), um- 
krystallisieren lassen. Schmelzpunkt konstant bei160°. Sintern von 150° an. 
Das 1(—)-Isoglutamin ist leicht léslich in Wasser, schwer ldslich in Al- 
kohol, seine wiBrige Lésung reagiert schwach sauer. Ninhydrinreaktion 
nach genauem Neutralisieren positiv. 


Durch Umsatz mit fliissigem Ammoniak im EinschluBrohr wurde das- 


selbe 1(—)-Isoglutamin erhalten. 
1,02-100 


[o],=—- 14,0000 = — 25,50° (in Wasser). 


In verdiinnter Essigsiure und in Eisessig iihnliche Drehwerte. 


3,944, 3,701 mg Subst.: 5,980, 5,625 mg CO,, 2,350, 2,300 mg H,0. - 
0,0227 g Subst. nach Kjeldahl: 8, 10 ecm 1/10n-H,SO,. — 0,0331 g Subs .: 
bei der NH,-Bestimmung: 2,20 cem 1/10n-H,SQ,. 
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C.H,.O3N2 (Mol.-Gew. 146) 
Ber. C 41,10 H 6,85 N 19,18 NH, 11,64 
,, 41,35, 41,45 ,, 6,67, 6,95 , 19,13 » thee 


1-Carbobenzoxyamino -1-carbathoxy -3- carboxy-propan. 1(—)-Car- 
bobenzoxy-glutaminsaure-monoathylester. 


HOOC-CH, -CH,-CH(NH-CO-0-CH,-C,H,)CO-OC,H,. 


2 g 1(+)-Glutaminsdiure-monoithylester wurden in 15 cem Wasser, das 
i g NaHCO, enthielt, gelést und mit 2 g Benzylesterkohlensiiurechlorid und 
11,4 ceem n-NaOH gekuppelt. Das Sidurechlorid wurde nur sehr langsam 
aufgenommen, weshalb 1 Stunde bei gewohnlicher Temperatur geschiittelt 
wurde. Die ausgeitherte alkalische Lésung wurde mit 5n-HCl schwach 
kongosauer gemacht, wobei ein farbloses Ol ausfiel. Es wurde ausgeiithert. 
Der getrocknete Ather hinterlieB ein farbloses Ol, das im Exsiccator nach 
kurzem Anreiben sehr bald krystallisierte. Die Substanz ist spielend 
lislich in Essigester, leicht léslich in Ather, schwer léslich in Wasser, un- 
lislich in Petrolither. Umkrystallisieren aus Essigester—Petroliither: feine, 
farblose Nadeln. Schmelzp, 88—89°, Sintern von 85° an. Ausbeute 2,6 g, 
was 74°/, d.Th. entspricht. Der Kérper reagiert sauer gegen Lackmus. 
Ninhydrinreaktion auch nach genauer Neutralisation negativ. 
. 0,20-100 
lp =~ “3.14687 
at 
3,016, 3,291 mg Subst.: 6,440, 7,065 mg CO,, 1,675, 1,860 mg H,0. 
C,;H,,O,N (Mol.-Gew. 309) Ber. C 58,25 H 6,15 


Gef. ,, 58,24, 58,35  ,, 6,21, 6,32. 


= — 9,31° (in Alkohol). 

















Bestrahltes Adeninsulfat und antineuritisches Vitamin (B,), 
Von 
F. Schultz und F. Laquer. 


; (Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie-Aktiengesellschaft, 
Werk Elberfeld.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juni 1933.) 


Durch eine Kabelmeldung yon Guha und Chakravorty in 
der ,,Nature“ (1) wird mitgeteilt, daB eine ,photochemische Syn- 
these“ des antineuritischen Vitamins (B,) durch Bestrahlung yon 
Adeninsulfat mit ultraviolettem Licht gelungen sei. Wir haben 
diese Angabe, die bereits in die Literatur (2) und die Tages- 
presse (3) tibergegangen ist, nachgepriift. Zur biologischen Kichung 
gelangten bestrahltes Adeninsulfat, bestrahltes Adenin, unbestrahltes 
Adeninsulfat und unbestrahltes Adeninchlorhydrat verschiedener 
Herkunft. Die bestrahlten Produkte verdanken wir der Liebens- 
wirdigkeit von Herrn Professor Windaus; sie wurden im 
Géttinger Chemischen Institut in wibriger Lisung 8—13 Stunden 
dem Licht der Quecksilberlampe ausgesetzt. 


Diese Priiparate wurden hier an beriberikranken Tauben auf ihre 
Vitamin-B,-Wirkung gepriift. Da es erfahrungsgemiB eine ganze Reile 
von Substanzen gibt, denen ein gewisser EinfluB auf die Symptome der 
Taubenberiberi nicht abgesprochen werden kann, ist es notwendig, den 
Tierversuch unter bestimmten Kautelen durchzufiihren, die eine einwand- 
freie Abgrenzung des antineuritischen Vitamins gegen unspezifische Sub- 
stanzen gewihrleisten, was nach unseren Erfahrungen, die an 2200 beriberi- 
kranken Tauben gesammelt wurden, sicher méglich ist. 

Grundsitzlich folgen wir bei unserer Standardisierung den von 
Peters (4) gegebenen Richtlinien. Die Tauben werden bei einem Anfangs- 
gewicht zwischen 280 und 380g ausschlieBlich mit geschiltem und ge- 
wissertem Reis unter Zusatz von etwas Lebertran und Kochsalz ernibrt. 
Innerhalb 3—5 Wochen treten bei 40—50°/, der Tiere die typischen Beri- 
berisymptome auf. Das Einsetzen der Erkrankung erfolgt gewéhnlich 
serienweise und ist in hohem MaBe von der Wetterlage und der Tempe- 
ratur abhingig. Niedrige Temperatur und Witterungsumschlige wirken 
fordernd auf die Auslésung der Kriimpfe. Bringt man solche Tiere aus 
dem kiihlen Stall in den warmen Versuchsraum, so lést sich manchmai 
der Krampf vollstindig fiir mehrere Stunden bis zu einem Tag. Man hat 
versucht, auf Grund dieser Tatsachen die Spezifitit der Testmethode an- 
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zuzweifeln (5). Mit Unrecht; denn einer solchen ,,Wirmeheilung“ folgt im 
warmen Raum regelmiBig nach der angegebenen Zeit ein neuer Krampf- 
anfall, der nunmehr bestehen bieibt und durch iuBere Einfliisse nicht mehr 
zum Verschwinden gebracht werden kann. In diesem Stadium sind die 
Tiere versuchsreif. Die niedrige Temperatur ist also nicht bestimmend fiir 
den Krampfzustand, sondern wirkt lediglich krampfauslésend. Ist der 
klassische Beriberizustand in der Kite oder Wiirme erst einmal ein- 
vetreten, so reagieren die Tiere bei Einhaltung der folgenden Vorsichts- 
maBregeln auch in quantitativer Hinsicht durchaus gleich. 

Fiir Testversuche gelangen bei uns nur solche Tiere zur Verwendung, 
die erstens die rein spastische Form (6) der Beriberi zeigen, und die zweitens 
bei der Temperatur des Versuchsraumes mehrere Stunden ununterbrochen 
im Beriberikrampf verharren. Ausgewertet werden nur die Versuche, bei 
denen die Heilung innerhalb 3—6 Stunden eintritt und mindestens 36 Stunden 
einwandfrei anhilt; normalerweise dauert die Heilung mit der unteren 
Vitamingrenzdosis 2- bis 4mal 24 Stunden. — Zur Erzielung eines guten 
Durchschnittswertes wird jedes Priparat an mindestens 6 Tauben ge- 
priift. Die Priparate werden in Wasser gelést subkutan unter den Fliigel 
eingespritzt. 

Eine weitere VorsichtsmaBregel ist unerliBlich, will man Tiiuschungen 
iiber die Spezifitit der zu priifenden Substanzen vermeiden. Sind die Tiere 
nach Verabreichung des Priiparates anscheinend geheilt und zeigen Wohl- 
befinden (aufrechte Haltung, Putzen der Federn, Lebhaftigkeit), so ist es 
notwendig, den Kopf der Taube einige Male nach riickwirts zu biegen in 
die Lage, die er beim Beriberikrampf inne hatte. War die angewandte 
Vitamindosis zu gering, oder lag iiberhaupt keine spezifische Heilung vor, 
so kann man auf diese Weise den Krampf, wenigstens voriibergehend, 
wieder auslésen (Pseudoheilung). Zeigt diese Behandlung keinen EinfluB 
auf das Verhalten des Tieres, so wird es mehrere Male im Kreise herum- 
geschwenkt. Wird auch hierdurch kein neuer Beriberikrampf ausgelést, 
so kann man fast mit Sicherheit von einer echten Heilung sprechen. In 
ganz vereinzelten Fiillen kommt es vor, da sich nach einer unspezifischen 
Substanz der Krampf nicht mehr auslésen léiBt. Da aber prinzipiell an 
mindestens 6 Tieren gepriift wird, kann ein solcher ,,AuBenseiter“ keinen 
AnlaB zur Verwechslung geben. 


Die Nichtbeachtung dieser Regeln fiihrte im Anfang der 
Vitaminforschung vielfach zu Trugschliissen. Man glaubte infolge 
Erzielung solcher ,,Pseudoheilungen“ durch unspezifische Substanzen 
mehrfach, das reine antineuritische Vitamin isoliert oder seine 
Identitit mit bekannten chemischen Individuen nachgewiesen zu 
haben. Die Zahl der Substanzen, mit denen ein solcher Schein- 
effekt erzielt werden kann, ist groB und scheint, auch nach eigenen 
Erfahrungen, nicht auf bestimmte Ringsysteme beschriinkt zu sein. 
Von den zahlreichen Versuchen, durch Synthese und Abwandlung 
derartiger Verbindungen der Konstitution des antineuritischen 
Vitamins niher zu kommen, die bei Sherman und Smith (7), 
Sowle bei Scheunert (8) zusammengestellt sind, interessieren hier 
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lediglich diejenigen, die sich mit Adenin befassen. Williams 
und Seidell (9) glaubten auf Grund ihrer Versuche, daB die 
antineuritischen Eigenschaften ihrer Hefeextrakte einem Isomeren 
des Adenins zuzuschreiben seien. Sie geben an, daB man durch 
Behandlung von biologisch inaktivem Adenin mit Mineralsiuren, 
Alkohol oder Natriumiathylat zu wirksamen Fraktionen gelangen 
kénne. Einer griindlichen Nachpriifung hielten diese Angahen 
nicht stand. Sowohl Voegtlin und White (10), als auch Harden 
und Zilva (11) wiederholten diese Versuche von Williams und 
Seidell mit durchaus negativem Ergebnis. Wahrscheinlich sind 
die irrtiimlichen Befunde von Williams ebenfalls auf eine Ver- 
kennung der Pseudoheilungen zuriickzufiihren. 

Auch die neuen Guhaschen Versuche gehen aus von dem 
Gedanken einer ,,Aktivierung des Adeninsulfats* im antineuri- 
tischen Sinne. Die Nachpriifung dieser vorliufigen Angaben 
fiihrte bei uns zu folgenden Ergebnissen: 

1. Reines unbestrahltes Adeninchlorhydrat in wiBriger Lisung 
wurde 6 Tauben unter den eingangs geschilderten Bedingungen in 
Mengen von 0,5 bis 7 mg subkutan injiziert. Und zwar wurde bei 
jeder Taube mit 0,5 mg begonnen, nach 1—2 Stunden jedesmal 
ein weiteres Milligramm injiziert und so die Dosis bis 7 mg ge- 
steigert — in der gleichen Weise, wie man bei der Vitamin-B,- 
Standardisierung die kleinste wirksame Dosis ermittelt. Wihrend 
die Halite der Tiere nur geringe oder gar keine Abschwiichung 
der Krampferscheinung zeigte, lieS sich bei den iibrigen eine 
wesentliche Besserung feststellen. 2 Tauben schienen sogar regel- 
recht geheilt, standen aufrecht im Kitig und putzten das Gefieder. 
Durch mehrfaches Zuriickbiegen des Kopfes konnte der Krampi 
aber jederzeit wieder in voller Stiirke ausgelist werden. Uberlief 
man die Tiere dann sich selbst, so erholten sie sich in kurzer 
Zeit wieder und machten einen fast normalen Eindruck. Nach 
24 Stunden war aber der Krampf immer noch auslésbar. Als den 
Tieren nun reines Vitamin B, gegeben wurde, erfolgte prompt voll- 
stindige Heilung. 

2. Reines unbestrahltes Adeninchlorhydrat anderer Herkunit 
wurde in steigenden Dosen von 0,8—4,8 mg in derselben Weise 
wie unter 1. an 6 Beriberi-Tauben gepriift. Dieser Versuch sollte 
zeigen, ob mit Adenin verschiedenen Ursprungs etwa verschiedene 
biologische Wirkungen erzielt werden kénnten. Das Ergebnis ent- 
sprach aber durchaus dem der vorigen Versuchsreihe. Zwei Tauben 
zeigten keine Besserung, bei einer ergab sich eine Abschwiichung 
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jes Krampfes, bei dreien trat Pseudoheilung ein. Echte Heilung 
konnte erst durch unser Vitaminpriiparat aus Hefe erzielt werden. 

3. Reines unbestrahltes Adeninsulfat in wiiBriger Lésung 
wurde an 9 Tauben auf gleiche Weise in Dosen von 1—8 mg 
vepriift. Auch hier zeigte sich bei den meisten Tieren eine ge- 
wisse Besserung; bei etwa der Hialfte traten typische Pseudo- 
heilungen auf. Die Wirkung schien etwas stiirker als beim Chlor- 
hydrat. Eine echte Heilung wurde in keinem Fall erzielt. Da- 
vegen reagierten simtliche Tiere sofort einwandfrei auf kleinste 
Vitamin-B,-Dosen (Hefeextrakt von der Reinheit 15 y pro EKinheit). 

4, Adenin wurde als Base 8 Stunden in wiibriger Lisung mit 
dem Gesamtlicht der Quecksilberlampe bestrahlt. Das Produkt 
wurde als Chlorhydrat gelést und an 9 Tauben in Mengen von 
0,5—5,6 mg in der gleichen Weise wie unter 1. gepriift. Bei 3 Tieren 
lieB sich nur eine geringe Besserung des Krankheitsbildes beob- 
achten, bei 6 Tieren trat die bereits beschriebene Pseudoheilung 
ein. Bei diesen Tauben lieB sich auch innerhalb 2mal 24 Stunden, 
die sie beobachtet wurden, der Beriberikrampf immer wieder aus- 
lisen. Lediglich bei einer Taube war der Krampf der Nacken- 
muskulatur vollstiindig gelést, doch blieben Gleichgewichtsstérung 
und Lihmung der Beine bestehen. Nach Verabreichung von 
Vitamin-B,-Konzentrat aus Hefe (3 Einheiten = 45 y) trat nach 
{—2 Stunden bei allen Tieren echte Heilung ein. 

5. Adeninsulfat wurde wie unter 4. 13 Stunden lang bestrahlt 
und in Dosen von 0,8—11,2 mg an 9 Beriberi-Tauben wie unter 1. 
gepriift. Eine vollstiindige Heilung wurde in keinem Falle erzielt. 
3 Tiere wurden durch das Priparat iiberhaupt nicht beeinflubt 
und verharrten in schwerem Krampf, eine davon starb nach 
18 Stunden. 3 Tauben zeigten typische Pseudoheilungen; bei zwei 
von diesen war der Krampf nur noch schwach auslésbar, Bein- 
lihmung und Gleichgewichtsstérungen waren gebessert, aber nicht 


beseitigt. — Bei den 3 letzten Tieren wechselten Krampfperioden 
mit krampffreien Intervallen ohne aufSere Beeintlussung stunden- 
weise ab. — Nach Verabreichung eines Vitamin-B,-Priparates 


aus Hefe waren die Tiere in kurzer Zeit fiir 3 bis 5 Tage voll- 
stindig geheilt. 

Obwohl man aus den Versuchsreihen 1 bis 5 graduelle Unter- 
schiede in der Wirksamkeit der verschiedenen Adeninpriparate 
herauslesen kénnte, sind sie fiir eine quantitative Auswertung 
nicht brauchbar. Denn es konnte eine echte Heilung in keinem 
Falle erzielt werden; auBerdem ging der biologische Effekt durch- 
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aus nicht der verabreichten Menge parallel, es bestand also keine 
Proportionalitét zwischen Dosis und Wirkung, was beim anti- 
neuritischen Vitamin in hohem Mabe der Fall ist. Wir kommen 
also zu dem SchluB, da8 es durch Ultraviolettbestrahlung zum 
mindesten unter den iblichen Bedingungen nicht méglich ist, 
dem Adenin oder Adeninsulfat antineuritische Eigenschaften zy 
verleihen. Seit wir das antineuritische Vitamin in reiner krystalli- 
sierter Form in Hinden haben (12 und 13), wissen wir, daB es 
als wesentlichen Bestandteil Schwefel in leicht abspaltbarer Form 
enthalt. Es ist nicht einzusehen, wie durch den EinfluB des 
ultravioletten Lichtes der Schwefel des Adeninsulfats in eine 
solche Bindung iibergefihrt werden sollte. 

Die angekiindigte Arbeit Guhas mit niheren Einzelheiten 
ist noch nicht erschienen. Doch enthilt die vorliufige Mitteilune 
die Angabe, daB die Testierung an Ratten ausgefiihrt wurde. 
Nach unserer Meinung kann aber zur eindeutigen Feststellung 
antineuritischer Wirksamkeit allein der Versuch an _ Beriberi- 
Tauben als spezifischem Test mafgebend sein. 

In einer friitheren Veréffentlichung betont Guha (14) bei der 
Besprechung seiner biologischen Standardisierung an Ratten, dab 
die Wachstumsversuche in 2—4 Wochen durchgefiihrt werden 
miiBten, da eine lingere Testierung méglicherweise durch das 
Vorhandensein eines dritten Wachstumsfaktors unsicher wiirde. 
Ferner weist er darauf hin, dafi keine feststehende Proportion 
zwischen Ratteneinheit und Taubeneinheit ermittelt werden konnte. 
Daraus geht hervor, dab eine der beiden Methoden nicht spezifisch 
sein kann. 

Zusammenfassend ist folgendes festzustellen: 

1. Nach unseren Befunden haben weder bestrahltes noch 
unbestrahltes Adenin oder dessen Salze eine antineuritische 
(B,)- Wirkung. 

2. Guha (1) erzielt normales Rattenwachstum bei Zusatz von 
bestrahltem Adeninsulfat zu seiner Diit. 

3. Nach den Arbeiten von Reader (15) ist normales Ratten- 
wachstum nur méglich bei Gegenwart von Vitamin B,, das in 
krystallisierter Form dargestellt werden konnte (16). 

4, Nach R. Tschesche (17) besteht dieses krystallisierte 
B,-Praparat zum groBen Teil aus Adenin, was inzwischen auch 
von Reader (18) bestiitigt wurde. Nach denselben Autoren ist 
jedoch Adenin selbst wie auch bestrahltes Adenin im B,-Versuch 
unwirksam. 
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Bestrahltes Adeninsulfat und antineuritisches Vitamin (B,). 


Wir miissen daher annehmen, daB die Befunde Guhas be- 
dingt sind durch die Anwendung einer nicht eindeutigen Test- 
methode; da Guha keine Angaben iiber die Herkunft seines 
Adeninpriiparates macht, wire es méglich, dab er wie Reader 
ein mit B, verunreinigtes Adeninpraparat in Hianden hatte, und 
daB der von ihm beobachtete biologische Effekt an Ratten 
nicht auf Vitamin B,, sondern auf das Vitamin B, zuriick- 
gufiihren ist. 
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Uber den Phosphatasegehalt 
der Muskulatur tumorkranker Tiere. 
Von 


Joachim Wienbeck. 


(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1933.) 








Zahlreiche neuere Beobachtungen sprechen fiir die Auffassung, 
daB der Tumor nicht eine rein lokale Erkrankung darstelit, sondern 
auch mit Veriinderungen der Gesamtkonstitution des Kérpers einher- 
geht. Abgesehen von den Ergebnissen der Erblichkeitsforschung 
sind auch mit chemisch-physiologischen Methoden charakteristische 
Veriinderungen in den Geweben und Siften des tumorkranken 
Organismus nachgewiesen worden. Nachdem Fischer-Wasels die 
Bedeutung der allgemeinen Geschwulstdisposition neben der Be- 
deutung der lokalen Geschwulstkeimanlage in zahlreichen Tier- 
versuchen erwiesen hatte, gelang es Biingeler, Anderungen des 
Stoffwechsels des Gesamtkérpers bei tumorkranken Tieren auf- 
zudecken, die in innerem Zusammenhang zur Tumorbildung stehen. 
Es zeigte sich entsprechend dem W arburgschen Nachweis an der 
Krebszelle, da& auch der Gesamtorganismus eine Steigerung der 
Girungsvorginge und eine Herabsetzung der Oxydationen aufwies. 
Dazu kommt noch die von vielen Autoren beim Krebskranken 
nachgewiesene Alkalose, die ebenfalls auf einen Allgemeinfaktor 
bei der Tumorbildung hinweist. 

In diesem Sinne wird man auch annehmen miissen, daB andere 
Stoffwechselvorgiinge, insbesondere F'ermentvorgiinge, im geschwulst- 
kranken Organismus Stérungen aufweisen. Hier erscheinen von 
besonderem Interesse die von Edlbacher und Kutscher’) auf- 
gefundenen Fernwirkungen maligner Tumoren auf den Ferment- 
stoffwechsel verschiedener Organe, insbesondere der quergestreiften 
Muskulatur. Diese Autoren haben gefunden, daB die quergestreifte 
Muskulatur tumorkranker Ratten und Hiihner aus Thymonuclein- 
siure anorganische Phosphorsiiure abzuspalten vermag, wiihrend 





1) Diese Z. 199, 200 (1931). 
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der Muskel gesunder Tiere diese Fahigkeit nicht besitzt. Da das 
yon Edlbacher und Kutscher gerade iiber diese Frage ver- 
sffentlichte Material nicht sehr umfangreich ist, und da die 
Experimente z. T. an schwer erkrankten Tieren vorgenommen 
wurden, bei denen die Veriinderungen méglicherweise mit dem 
schlechten Allgemeinzustand der Tiere zusammenhingen kénnten, 
erschien es bei der Wichtigkeit der von den Autoren erhaltenen 
Befunde wiinschenswert, noch weiteres experimentelles Material 
iiber die Frage beizubringen. 

Auf Anregung von Herrn Prof. Fischer-Wasels habe ich 
mich dieser Aufgabe unterzogen. Die Versuche wurden im chemi- 
schen Laboratorium des Pathologischen Institutes unter Leitung 
von Herrn Priv.-Doz. Dr. G. Schmidt ausgefiihrt. 


Methodik. 


Zu den Versuchen dienten Ratten mit Jensensarkom, Flexner-Jobling- 
carcinom und Miuse mit Adenocarcinom. Stets wurden die Tiere durch 
Dekapitieren getétet, nach dem Entbluten schnell die Hinterschenkel- und 
Riickenmuskulatur abpriipariert, wobei sorgfiltig darauf geachtet wurde, 
da8 kein Tumorgewebe in der. Muskulatur enthalten war. Die Muskulatur 
wurde schnell mit der Schere auf einer Glasplatte fein zerschnitten, der Brei 
in die nétige Anzahl méglichst gleicher Portionen geteilt und in analytisch 
vorgewogene Erlenmeyerkélbchen von 100 ccm Inhalt gebracht, die bei den 
Hauptansiitzen ein Gemisch von 10 cem einer 2°/,igen Natriumbicarbonat- 
lisung und 10 cem einer 0,285 °/, igen Lésung von thymonucleinsaurem 
Natrium, bei den Kontrollen 20 cem einer 1°/,igen Natriumbicarbonatlésung 
enthielten. Nach dem Zuriickwiigen wurden siimtliche Ansiitze in ein Wasser- 
bad von 38° gebracht; fiir die Bestimmung der zu Beginn des Versuches 
vorhandenen Phosphorsiure wurden entsprechende Ansiitze, bei denen die 
Erlenmeyerkélbchen 10 ccm 10°/,iger Trichloressigsiiure enthielten, ver- 
wendet. Unterbrochen wurde die Fermentwirkung in den exponierten An- 
siitzen stets durch Zufiigen von 10 ccm 10°/,iger Trichloressigsiurelésung. 
in aliquoten Teilen der enteiweiBten Filtrate wurde die Phosphorsiure nach 
Embden bestimmt. Der so erhaltene Wert stellt nicht die anorganische Phos- 
phorsiiure, sondern die Summe von anorganischer und Phosphagenphosphor- 
siure dar. Dasselbe gilt auch fiir die Arbeit von Edlbacher und Kutscher. 
Da bei dem vorliegenden Problem nicht die absoluten Phosphorsiurewerte 
in Frage kommen, sondern die Differenzen in den Ansiitzen mit und ohne 
Nucleinsiiure, so spielt dieser Umstand keine Rolle — vorausgesetzt, daB 
der Zusatz von Nucleinsiiure nicht den Phosphagenwechsel beeinfiu8t. Im 
normalen Muskel trifft diese Voraussetzung, soweit man aus dem Verhalten 
der Adenylsiure Analogieschliisse auf andere Nucleinsiiure ziehen kann, 
aller Wahrscheinlichkeit nach zu; nur der Pyrophosphorsiure- und der 
Phosphagenwechsel beeinflussen sich nach Lehnartz’) im normalen Muskel. 
Ob allerdings das veriinderte fermentative Verhalten der Muskulatur yon 


*) Diese Z. 184, 1 (1929). 
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Tumortieren (vgl. unten) nicht auch den Phosphagenwechsel in Mitleiden. 
schaft zieht und wieweit diese Méglichkeit die theoretische Deutung meine; 
Versuchsergebnisse indert, kinnen erst weitere Untersuchungen kliiren, 
Hier sei ausdriicklich bemerkt, dab bei der Deutung der Versuche stets die 
Voraussetzung gemacht wurde, daf der Zusatz von Nucleinsiiure das Ver. 
halten des Phosphagens nicht beeinfluBt. 

Um die Kinetik der fermentativen Phosphorsiurebildung verfolgen zy 
kénnen, wurde die in den Ansiitzen jeweils vorhandene anorganische Phos. 
phorsiiure zu verschiedenen Zeiten (nach 1-, 2- und 4 stiindiger Exposition) 
bestimmt. Auf lingere Versuchszeiten (6 und 24 Stunden), wie sie von Ed).- 
bacher und Kutscher in die Untersuchung einbezogen worden sind, 
habe ich verzichtet, weil gerade fiir die Bestimmung des Phosphatasegehaltes, 
also fiir die Aktivitét des Fermentes, die Geschwindigkeit der Phosphor- 
siurebildung zu Beginn des Fermentprozesses maBgebend erscheint; auBer- 
dem lift sich bei der Verwendung von Gewebsbrei die Bakterienentwick- 
lung bei so langen Versuchszeiten nicht mit Sicherheit vermeiden. Im Ver. 
lauf der Untersuchungen hat sich iibrigens gezeigt, daB die von mir ge. 
wihlten Expositionszeiten hinreichen, um klare Ergebnisse zu gewinnen. 


1, Rattenversuche. 

Verschiedene Portionen des gut gemischten Muskelbreis einer 
Ratte zeigen bei der Autolyse in gleichen Versuchszeiten annihernd 
den gleichen prozentischen Phosphorsiurezuwachs. Die angewandte 
Muskelmenge ist dabei innerhalb der in meinen Versuchen vor- 
kommenden Schwankungen ohne erkennbaren EinfluB. 


Tabelle 1. 


Kontrollversuche an Rattenmuskulatur. 
Versuchszeit 2 Stunden. 




















Unterschiede in 
Versuch Muskelgewicht mg-°/, H,PO, °/, des kleineren 
Wertes j 
:: 1,0131 454.4 56 
4, II. 33 1,4538 438.7 a 
2. 0,9898 461,2 “* 
6. LIL. 33 1,0665 482,7 i 
3. 0,9108 452.6 Ks 
7. IIL. 33 1,0352 4775 9» 
0.9705 498.7 
0,7511 502.6 
4, 0,8093 494.3 7 
8.111. 33 | 0,8641 486.5 i 
0,8531 498,6 











In Tab. 2 sind die Ergebnisse derjenigen Versuche wieder- ) 
gegeben, die tiber die Dephosphorylierung von thymonucleinsaurem | 
Natrium durch Muskelbrei angestellt wurden. Die Vertikalreihen 
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der Tabelle enthalten die nach bestimmten Versuchszeiten ge- 


wonnenen Ergebnisse. Jeder Versuch umfaSt 3 Horizontalreihen. 
In der ersten Reihe sind die bei Nucleinsiiurezusatz gefundenen, 
in der zweiten die im entsprechenden Kontrollansatz vorhandenen 
Phosphorsiuremengen in Milligramm wiedergegeben. Unter den 
absoluten Phosphorsiiurewerten sind in Kursivschrift die ent- 
sprechenden Prozentwerte eingetragen. Die dritte Reihe enthilt 
den unter Zugrundelegung der Kontrollwerte bezeichneten absoluten 
Betrag der aus Nucleinsiiure abgespaltenen Phosphorsiure in Milli- 
cramm. Die in den einzelnen Ansitzen angewandten Muskel- 
mengen sind in Klammern beigefiigt. Man sieht, dab im gleichen 
Versuch fiir die verschiedenen Ansitze fast gleiche Muskelmengen 
benutzt wurden. Dies ist bei dem Fehlen einer rationellen Be- 
zichung zwischen Muskelmenge und Dephosphorylierungsvermégen 
notwendig. Ich habe aus demselben Grunde im Gegensatz zu 
Edlbacher und Kutscher von einer Umrechnung der abgespal- 
tenen Phosphorsiiuremengen auf die Einheit des Muskelgewichtes 
abgesehen. 

Die Versuche 1—4 der Tab. 2 sind mit Muskeln normaler 
Ratten angestellt. Das Ergebnis dieser Versuche kann man kurz 
dahin zusammenfassen, dab in keinem Fall die Phosphorsiiure- 
abspaltung aus Nucleinsiiure die Schwankungsbreite der Kontroll- 
versuche (Tab. 1) tiberschreitet. 

Ganz anders verhalt sich Muskulatur von Tumorratten, wie 
die Versuche 5—11 zeigen. Man sieht, da8 ausnahmslos nach 
2Stunden eine die maximale Schwankungsbreite einwandfrei iiber- 
steigende Phosphorsiureabspaltung aus Nucleinsiiure stattgefunden 
hat. Die kleinste Abspaltung betriigt 9,1°/, (Versuch 10), die 
griBte 37,3°/, (Versuch 5) der in der entsprechenden Menge der 
Kontrollmuskulatur enthaltenen Phosphorsiure. 

Wihrend in den ersten beiden Stunden bei allen Experi- 
menten die Menge der abgespaltenen Phosphorsiure zunimmt, 
geht die Differenz zwischen Kontroll- und Zusatzversuch im 
weiteren Verlauf bis zur vierten Stunde sehr betrichtlich zuriick. 
Dies Verhalten ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf eine ionale 
Beeinflussung des Phosphorsiiurestoffwechsels im Muskel durch 
Thymonucleinsiiure (oder vielleicht deren sekundir entstandene 
Spaltprodukte) zuriickzufiihren. Man mu annehmen, daf durch 
Thymonucleinsiiure gewisse Dephosphorylierungsvorgiinge gehemmt 
werden oder daB Phosphorylierungen bewirkt werden. Jedenfalls 
zeigt sich, daB in den Versuchen von Edlbacher und Kutscher 
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Tabelle 
Normale Ratten. 
Sofort | 1 Stunde | 2 Stunden] 4 Stunden 
Hauptansatz 7,787 7,701 
°/,- Wert 0,469 0,498 
1. Muskelgewicht (1,6583) (1,5831) 
Kontrollansatz 6,887 7,614 6,737 
29. XI. 32 o/,-Wert 0,448 0,469 0,483 
Muskelgewicht [| (1,5372)} (1,6219) (1,3946) 
Abgespalt. H,PO, 0,004 0,056 
Hauptansatz 4,2667 4,636 
°/9- Wert 0,515 0,539 
2. Muskelgewicht (0,8476) (0,8600) 
- ‘| Kontrollansatz 3,887 3,821 3,897 
6, XI. 32 °/)-Wert 0,500 0,495 0,524 
Muskelgewicht | (0,7774)| (0,7710) (0,7433) 
Abgespalt. H,PO, 0,007 0,126 
Hauptansatz 2,937 2,749 
°/,- Wert 0,457 0,480 
3. Muskelgewicht (0,6419) (0,5723) 
F ‘| Kontrollansatz 2,561 2,570 2,267 
16. XII. 32 °/,-Wert 0,456 0,448 0,467 
Muskelgewicht | (0,5612)| (0,5740) (0,4860) 
Abgespalt. H,PO, 0,064 0,079 
Hauptansatz 3,674 3,905 
°/o- Wert 0,526 0,604 
‘ Muskelgewicht (0,6983) (0,6462) 
a Kontrollansatz 4,149 2,966 4,077 
5. Il. 33 °/o- Wert 0,541 0,528 0,604 
Muskelgewicht (0,7667) (0.5614) (0,6742) 
Abgespalt. H,PO, — 0,007 — 0,002 
Jensen Sarkom. 
Hauptansatz 3,923 5,624 4,935 
°/,- Wert 0,548 0,721 0,640 
5. (Muskelgewicht) (0,7153) (0,7799) (0,7894) 
;| Kontrollansatz 3,660 3,845 3,996 
12.1. 83 0 foot joobeand isle 
«1. /)- Wert 0,526 0,526 0,557 
(Muskelgewicht) (0,6962) (0,7317) (0,7176) 
Abgespalt. H,PO, 0,163 1,525 0,540 
Hauptansatz 2,676 2,106 2,839 
°/,- Wert 0,410 0,469 0,472 
6. Muskelgewicht (0.6379) (0.4492) (0,6018) 
Kontrollansatz 2,054 2,178 1,899 2,262 
14. I. 33 °/,-Wert 0,387 0,393 0,399 0,443 
Muskelgewicht | (0,5311)} (0,5542) (0,4757) (0,5103) 
Abgespalt. H,PO, 0,169 0,316 0,172 
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Sofort | 1 Stunde | 2 Stunden] 4 Stunden 
Hauptansatz 2,379 2,711 2,507 
°/,- Wert 0,531 0,735 0,593 
7, Muskelgewicht (0,4482) (0,3688) (0,4228) 
{| Kontrollansatz 2,120 2,741 2,236 2,286 
16. I. 33 o/,-Wert 0,473 0,493 0,491 0,498 
Muskelgewicht (0,4484) (0,5571) (0,4559) (0,4588) 
‘| Abgespalt. H,PO, 0,174 0,902 0,400 
Hauptansatz 2,403 2,450 
°/,- Wert 0,510 0,554 
8. Muskelgewicht (0,4708) (0,443 1) 
Kontrollansatz 1,993 2,560 2,317 
18. I, 33 o/,- Wert 0,412 0,463 0,482 
Muskelgewicht (0,4833) (0.5526) (0,4808) 
Abgespalt. H,PO, 0,222 0,315 
Hauptansatz 2,252 2,790 2,885 
°/>- Wert 0,587 0,610 0,607 
9. Muskelgewicht (0,3833) (0,4587) (0,4752) 
Kontrollansatz 2,593 2,402 2,167 
10. IL. 33 0/,-Wert 0,504 0,519 0,545 
Muskelgewicht (0,5146) (0,4625) (0,3977) 
Abgespalt. H,PO, 0,320 0,408 0,295 
Flexner-Jobling Carcinom. 
Hauptansatz 3,357 3,309 
°/,- Wert 0,575 0,549 
10. Muskelgewicht (0,5830) (0,6022) 
. Kontrollansatz 2,607 3,178 3,785 
2. Il. 33 0/,-Wert 0,437 0,528 0,529 
Muskelgewicht (0,5966) (0,6018) (0,7160) 
Abgespalt. H,PO, 0,279 0,126 
Hauptansatz 2,989 3,549 
St 0,585 0,650 
11. Muskelgewicht (0,5106) (0,5586) 
Kontrollansatz 2,428 3,125 
13. IL 33 0/,- Wert 0,469 0,542 
Muskelgewicht (0,5172) (0,5763) 
Abgespalt. H,PO, 0,592 0,519 
Normale Miuse. 
Hauptansatz 3,11 3,14 
°/)- Wert 0,490 0,513 
12. Muskelgewicht (0,6346) (0,6110) 
os Kontrollansatz 2,80 2,95 
. XI. 32 °/,- Wert 0,462 0,495 
Muskelgewicht (0,6058) (0,5964) 
Abgespalt. H,PO, 0,24 0,12 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 
Normale Miiuse. 
Sofort | 1 Stunde | 2 Stunden] 4 Stunden 
Hauptansatz 4,170 4,756 4,244 
°/,- Wert 0,537 0,560 0,543 
13. Muskelgewicht (0,7761) (0,8491) (0,7814) 
Ree be Kontrollansatz 3,960 4,622 5,337 
17. XI. 82 0/,-Wert 0,522 0,587 0,604 
Muskelgewicht (0,7752) (0,7868) (0,8830) 
Abgespalt. H,PO, + 0,207 |— 0,230 | — 0,478 
Hauptansatz 3,143 3,806 3,425 
°/,- Wert 0,518 0,540 0,559 
14. Muskelgewicht (0,6064) (0,7054) (0,6129) 
— Kontrollansatz 2,726 3,547 3,753 
_s |,- Wert 0,493 0,520 0,550 
Muskelgewicht (0,5521) (0,6828) (0,6815) 
Abgespalt. H,PO, + 0,149 | + 0,139 + 0,051 
Miiuse mit Impftumoren (Adenocarcinom). 
Hauptansatz 1,746 1,647 2,048 
°/,- Wert 0,401 0,488 0,465 
15. Muskelgewicht (0,4353) (0,3372) (0,4408) 
oak Kontrollansatz 1,444 2,038 1,835 
8. Al. 82 °/,- Wert 0.502 0,502 0.503 
Muskelgewicht (0,2881) (0,4057) (0,3647) 
Abgespalt. H,PO, — 0,43 — 0,046 | — 0,170 
Hauptansatz 2,979 2,89 3,292 
°/,- Wert 0,542 0,601 0,567 
0 ; 9 
16. Muskelgewicht (0,5497) (0,4808) (0,5808) 
: aie Kontrollansatz 2,469 3,589 3,410 
16. XI. 32 0 \-Wert 0,429 0.609 0,628 
Muskelgewicht (0,5756) (0.5895) (0,5425) 
Abgespalt. H,PO, + 0,622 — 0,038 — 0,37 
Miuse mit spontanem Adenocarcinom. 
Hauptansatz 2,938 3,165 
0/,-Wert 0.588 0,586 
17. Muskelgewicht (0,4994) (0,5396) 
a Kontrollansatz 2,538 2,801 
10. III. 33 0/,- Wert. 0,514 0,501 
Muskelgewicht (0,4941) (0,5587) 
Abgespalt. H,PO, + 0,382 + 0,459 

















die Thymonucleinsiiure nicht nur die Rolle eines Substrates 
spielt, sondern daf sie ihrerseits die biochemischen Vorgiinge 


in der Muskulatur beeinfluBt. 


Daf jedoch die Unterschiede zwischen der Muskulatur nor- 


maler und tumorkranker Ratten durch 


das Neuauftreten einer 


Nucleophosphatase und nicht etwa durch Unterschiede in der 
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jonalen Wirksamkeit der Nucleinsiiure auf den Phosphatwechsel 
bedingt sind, ergibt sich aus den Prozentwerten der Phosphor- 
siuree Man sieht aus den Versuchen 1—4, dab die Gegenwart 
yon Thymonucleinsiiure den Phosphorsiurestoffwechsel des nor- 
malen Rattenmuskels nicht merklich beeinfluBt. Die mehr- 
vebildete Phosphorsiure in der mit Nucleinsiure exponierten 
Muskulatur tumorkranker Ratten kann daher nur aus der zu- 
sesetzten Nucleinsiure selbst stammen. Mit dieser Auffassung 
steht im EKinklang, daB das im Tumortiermuskel beobachtete 
Verschwinden von Phosphorsiure stets erst nach einer anfing- 
lichen Erhéhung der Phosphorsiurewerte eintritt, da also die 
ionale Wirkung nicht auf die zugesetzte Nucleinsiiure, sondern 
aut ein sekundir aus derselben entstandenes Spaltprodukt zuriick- 
zufiihren ist. 
2. Mauseversuche. 

Betrachtet man zuniichst die Kontrollversuche an Muskeln 
normaler Miiuse (Versuche 12—14), so sieht man, daf nur ein 
einziger Zusatzwert, der Vierstundenwert von Versuch 13, aufer- 
halb der Fehlergrenze liegt, und zwar ist hier im Zusatzversuch 
erheblich weniger Phosphorsiiure als in der Kontrolle vorhanden. 
Der an den Prozentwerten zu verfolgende zeitliche Verlauf der 
Phosphorsiurebildung in Kontroll- und Hauptansiitzen zeigt in 
den ersteren ein langsames Ansteigen der Werte bis zur Be- 
endigung des Versuches, in den letzteren nach der ersten Stunde, 
nach der der Phosphorsiuregehalt die Kontrolle ein wenig iber- 
trifit, ein dauerndes Absinken. 

In den beiden anderen Normalversuchen sind zwar die Unter- 
schiede zwischen Zusatz- und Kontrollansiitzen gering und ein 
Absinken der prozentigen Phosphorsiurewerte im Zusatzversuch 
ist nicht festzustellen; in beiden ist aber der Mehrgehalt an Phos- 
phorsiure in den Hauptansiitzen am Ende des Versuches kleiner 
als zu Beginn. 

Die Befunde lassen sich zwanglos dahin zusammenfassen, 
daB die Muskulatur normaler Miuse — anders wie bei Ratten — 
in merklichem MaBe aus Thymonucleinsiiure Phosphorsiiure ab- 
spaltet und die hierbei entstehenden Spaltprodukte in spiteren 
Versuchsstadien ein Verschwinden von Phosphorsiiure durch ionale 
Synthese bewirken. 

Grundsitzlich das gleiche Verhalten zeigt die Muskulatur 
von Tieren mit Impftumoren (Versuche 15 und 16). In beiden 
Versuchen liegt der Phosphorsiiurewert am Ende des Versuches 
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im Hauptansatz erheblich niedriger als im Kontrollansatz, wahrend 
zu Beginn im Versuch 16 der Nucleinsiureansatz einen weit 
héheren Gehalt an Phosphorsaiure zeigt. (Der extrem niedrige 
Phosphorsiurewert im ersten Hauptansatz von Versuch 15 diirfte 
auf einen Analysenfehler zuriickzufiihren sein.) 

Wenn auch die Unterschiede der Muskulatur von tumor- 
kranken und normalen Mausen dadurch, daB schon normale Miiuse- 
muskeln eine merkliche Nucleophosphatasewirkung besitzen, nicht 
so scharfe sind wie bei Ratten, so sind doch schon in meinen 
wenigen Versuchen deutliche Anhaltspunkte fiir eine verstarkte 
Nucleasewirkung in der Muskulatur von Tumormiusen vorhanden. 
Gerade das im Vergleich zu den beiden Normalversuchen 12 und 14 
stiirkere Wiederverschwinden von Phosphorsdure spricht fiir eine 
reichlichere Bildung der ional wirksamen Produkte, also fiir eine 
stiirkere Dephosphorylierung. Die 'Tatsache, daB auch Normal- 
tiere in der Muskulatur eine Nucleasewirkung von ahnlicher Inten- 
sitit wie Tumortiere aufweisen kénnen (vgl. Versuch 13), zeigt 
allerdings, daB mein Versuchsmaterial noch zu gering ist, um 
bei Miusen den EinfluB von Tumoren auf den Phosphatasegehalt 
der Muskulatur zu beweisen. 

Versuch 17 ist an 2 Mausen mit Spontantumoren angestellt. 
Er zeigt eime deutliche Dephosphorylierung ohne spiteres Ver- 
schwinden von Phosphorsiure. 


Zusammenfassung. 


Die Befunde von Edlbacher und Kutscher iiber den Ein- 
fluB von Tumoren auf den Nucleophosphatasegehalt der quer- 
gestreiften Muskulatur werden an Ratten mit veriinderter Methodik 
bestatigt. Bei Miusen werden Anhaltspunkte fiir ein Ahnliches 
Verhalten gewonnen. 

Es wird die Kinetik der Fermentwirkung zu Beginn des 
Fermentprozesses (nach 1 und 2 Stunden) besonders untersucht. 
Bei langerer Versuchszeit (schon nach 4 Stunden) zeigt sich, dab 
bei der Dephosphorylierung der Thymonucleinsiure Produkte ent- 
stehen, welche den Phosphatwechsel der Muskulatur in syntheti- 
scher Richtung beeinflussen, also den FermentprozeB iiberdecken. 

Im Gegensatz zu Edlbacher und Kutscher werden die 
abgespaltenen Phosphorsiituremengen nicht auf die Gewichtsein- 
heit der Muskulatur umgerechnet, da eine rationelle Beziehung 
zwischen Muskelmenge und Dephosphorylierungsvermégen fehit. 
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Weitere Versuche iiber die Co-Zymase der Hefe. 


Von 


K. Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1933.) 


1. Co-Zymase und Phosphatase. 


In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, daB die reinsten 
Hefe—Co-Zymasepriiparate, die aus einer (noch nicht analysen- 
reinen) Adenylsiiure oder Derivat davon bestehen, von Nieren- 
phosphatase angegriffen werden, wobei parallel die Phosphorsiure 
freigesetzt und die Aktivitiit der Priparate vermindert wird. Dies 
kann als ein Beweis dafiir betrachtet werden, daB das in den 
Priiparaten enthaltene Nucleotid wirklich die Co-Zymase ist. 
Weitere Versuche mit Nierenphosphatase haben die friiheren 
vollig bestatigt; ich will hier nur kurz iiber einige Versuche 
mit einer anderen Phosphatase berichten, und zwar Knochen- 
phosphatase, die sich gegeniiber der Co-Zymase etwas anders zu 
verhalten scheint als die Nierenphosphatase. 

Nierenphosphatase wurde aus Schweinsniere durch Autolyse 
mit Toluol, Acetonfallungen und Dialyse hergestellt. Die Knochen- 
phosphatase gewann ich durch Autolyse von Kaninchenepiphyse, 
Alkoholfallung und Dialyse. Die Lésungen wurden unter Toluol 
im Eisschrank aufbewabrt und behielten ihre Aktivitit sehr gut. 
Die Spaltung von Glycerophosphat durch die Enzymlésungen 
wurde in folgender Mischung bestimmt: 

2cem Glycerophosphatlésung, 2,80 mg Phosphor enthaltend. 

3 ,, 10°/, Veronalpuffer, py = 9,0. 

5 ,, Enzymlésung. 

Sofort und nach 30 Minuten bei 20° wurden je 5 ccm mit 
Trichloressigsiure enteiweiBt und freies Phosphat nach Embden 
bestimmt: 





1) K. Myrbick, Diese Z. 217, 249 (1933). 
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Tabelle 1. 
| Unmittelbar Nach 30 Min. — 
Niere 0,06 mg P 1,27 mg P 
Knochen 0,02 9 O08) 0,48 ”» 9 





Da die Spaltungen in beiden Fallen unter 50°/, liegen, kénnen 
sie direkt als MaB der Wirksamkeit der Enzymlésungen betrachtet 
werden. Die Aktivitat der Knochenphosphataselésung ist also 38°), 
von der der Nierenphosphatase. 


Nachdem nun Vorversuche iiber die Wirkung der beiden 
Phosphataselésungen auf die Co-Zymase gezeigt hatten, daB diese 
durch die Nierenphosphatase, wie auch friiher gefunden wurde, 
schnell inaktiviert wird, durch Knochenphosphatase dagegen nicht 
oder nur viel langsamer, so wurde u. a. folgender Parallelversuch 
ausgefiihrt. 

Von einer Co-Zymaselésung 118 mit ACo = etwa 45000 
(partielle Inaktivierung wegen Lagerung des Ausgangsmaterials) 
wurden je 5ccm mit 5 ccm Veronalpufferlésung und 5 cem der 
Enzymlésungen versetzt und unter Toluol bei 20° aufbewahrt. 
(Es wurde a. a. O. gezeigt, daB die Pufferlésung allein in m&Bigen 
Zeiten keine Inaktivierung bedingt.) Zu verschiedenen Zeiten wurden 
Proben herausgenommen, passend verdiinnt und die Aktivitit im 
Girungsversuch bestimmt. (Toluol hat auf die von mir hergestellte 
und hier angewandte Apo-Zymase keine Wirkung.) In folgender 
Tabelle sind nur die Mittelwerte der Parallelversuche angegeben: 


Tabelle 2. 








eem CO, in Girungsversuch durch 0,10 ecm 


Zeit der Einwirkung der Co-Zymase—Phosphatase-Mischungen 


der Phosphatasen 
in Stunden 





Nierenphosphatase Knochenphosphatase 











0 9,9 9,9 
3 5.8 9.1 
23 0,4 5,0 
47 0 3.1 
96 0 1,4 





Diese und dhnliche Versuche zeigen also, daB die Nieren- 
phosphatase gegeniiber Co-Zymase etwa 6 mal aktiver als die 
Knochenphosphatase, wihrend die Aktivitiiten der Enzymlésungen 
gegeniiber Glycerophosphat sich wie 100:38 verhalten. Dies 
ist in keiner Weise unverstiindlich, denn erstens enthalten die 
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zwei Phosphataselésungen vielleicht gar nicht dasselbe Enzym, 
zweitens kénnen die Affinitiiten eines Enzyms zu den Substraten 
yon Priparat zu Praparat variieren. 


2. Desaminierung der Co-Zymase. 


Es wurde friiher gezeigt, dab die Co-Zymasepriiparate bei 
der Behandlung mit Nitrit und EHisessig Stickstoff entwickeln, und 
daB dabei die primiire Aminogruppe des Adeninrestes durch OH 
ersetzt wird. Aus dem Adeninnucleotid entsteht so eine Hypo- 
xanthosinphosphorsiiure, die sich mit der normalen Inosinsiiure 
als identisch erwies. Einige neue Versuche iiber die Desami- 
nierung seien hier referiert. Sie wurden besonders aus folgendem 
Grunde angestellt. Da bei der Desaminierung Inosinsiiure ent- 
steht, ist anzunehmen, daB die aktive Co-Zymase gegeniiber 
Muskeladenylsiure nur solche Unterschiede im Bau aufweist, die 
bei der Behandlung mit Nitrit und Eisessig ausgeglichen werden. 
Man kénnte z. B. denken, daB die Phosphorsiure in der Co- 
Zymase mit einer anderen Gruppe des Molekiils irgendeinen 
Ring bildet. Dagegen sprechen aber die Phosphataseversuche. 
Man kiénnte auch denken, daB die Aminogruppe des Adenins in 
der Co-Zymase mit einer anderen Gruppe in solcher Weise ver- 
einigt sein kénnte, da8 sich die Bindung bei der Desaminierung 
list. Die Hitzeinaktivierung der Co-Zymase in neutraler-schwach- 
saurer Lisung geschieht, ohne daB weder Adenin noch Phosphor- 
siiure frei wird und kénnte dann auch durch die Lésung einer 
solchen Bindung erklirt werden. Man kénnte in diesem Falle 
erwarten, daB hitzeinaktivierte Co-Zymase schneller desaminiert 
werden sollte als aktive. 

Die Desaminierungsversuche wurden in einem modifizierten 
Mikro-van Slyke-Apparat (ohne Schlauchverbindungen) ausgefiihrt. 
Dieser Apparat arbeitet, worauf mich Herr Dr. E. Jorpes auf- 
merksam gemacht hat, wesentlich genauer als der gewéhnliche, 
insbesondere geben die Leerversuche vollkommen konstante Werte, 
was sonst nach meiner Erfahrung schwer zu erreichen ist. Zuerst 
wurde mit verschiedenen bekannten Substanzen die Zuverliissig- 
keit der Methodik kontrolliert. Dann wurde ein Co-Zymase- 
priiparat untersucht, das urspriinglich ACo iiber 100000 gezeigt 
hatte, aber wihrend einer lingeren Aufbewahrung etwas an 
Aktivitit verloren hatte. Zu jeder Bestimmung 12,1 mg Co- 
Zymase in 2ccm. Zersetzung durch 3 ccm KHisessig und etwa 
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15 ccm 30°/, ige Nitritlésung. Zuerst wurde eine Minute geschiittelt, 
dann die Mischung eine bestimmte Zeit in Ruhe gelassen, dann 
wieder eine Minute geschiittelt. Die Mengen Aminostickstoff nach 
Zersetzung wahrend verschiedener Zeiten findet man in folgender 











Tabelle 3. 
Zersetzungszeit in Minuten .... . 5 | 10 15 30 60 
v/, Aminostickstoff ......... 2,18 | 2,75 | 2,89 | 3,44 | 3,55 








Der totale Stickstoffgehalt des Praiparates war 17,5°/,. Ich 
finde also wie frither, daB 20,3°/, des Stickstoffes in Form von 
Aminostickstoff vorliegen. Nun wurden entsprechende Versuche 
mit inaktiver Co-Zymaselésung vorgenommen. Dazu wurde die 
Lésung bei p, etwa 4 wihrend 30 Minuten im kochenden Wasser- 
bade erhitzt. Die inaktive Lisung, die weder freies Adenin noch 
freie Phosphorsdéure enthielt, wurde in derselben Weise nach 
van Slyke desaminiert. Es zeigte sich dabei, daB die Liésung 
mit genau derselben Geschwindigkeit desaminiert wurde wie die 
aktive Lésung. Es scheint mir dies dafiir zu sprechen, daB die 
Aminogruppe des Adeninrestes auch in der aktiven Co-Zymase 
frei ist. Ist sie an einer anderen Gruppe gebunden, so mub 
diese Verbindung jedenfalls sehr labil sein. 
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Die photochemische Bildung von Acetoin, Butyroin 
und Pheny]-acetyl-carbinol.’) 
5. Mitteilung tiber Acyloine.’) 
Von 
Wilhelm Dirscherl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg und dem 
Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer u. Sdhne G.m.b.H. Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1933.) 





In der 2. Mitteilung iiber Acyloine*) habe ich dargetan, dai 
bei der Bestrahlung wiBriger Lisungen von Brenztraubensiure 
mit ultraviolettem Licht auBer Kohlensiure Acetoin in quantitativer 
Ausbeute gebildet wird: 2CH,-CO-COOH = CH,-CO-CHOH-CH, 
+ 2C0O,. Das gleiche Ergebnis erhilt man auch bei Bestrahlung 
mit Licht bestimmter Wellenlingen, von welchem Acetaldehyd 
selbst nicht veriindert wird. Daraus folgt, daf der intermediir 
auftretende Acetaldehyd von selbst in Acetoin iibergeht. Aus 
dieser Tatsache muBte der SchluB gezogen werden, da auch bei 
der Decarboxylierung der Brenztraubensiure mittels Hefe die 
damit einhergehende Acetoinbildung von selbst verlaufen kénne, 
also ohne Mitwirkung der sogenannten ,,Carboligase“, die C. Neu- 
berg und J. Hirsch‘) 1921 zur Erklirung herangezogen hatten. 
Das durfte man wenigstens annehmen bei der Vergirung mit 
Macerationssaft, wobei racemisches Acyloin entsteht, wie man es 
von einem rein chemischen Vorgang erwarten mu. Bei der De- 
carboxylierung der Brenztraubensiure mit frischer Hefe wird da- 
gegen optisch aktives Acyloin gebildet, was fiir Mitwirkung eines 
Fermentes sprechen kénnte, aber auch anders erklirt werden 
darf. Ich hoffe bald iiber das Zustandekommen der optischen 


') Der wesentliche Inhalt dieser Mitteilung wurde am 14. Mai 1933 


auf der Tagung der Siidwestdeutschen Chemiedozenten in Stuttgart vor- 
getragen. 


*) 4. Mitt.: W. Dirscherl, Diese Z. 201, 78 (1931). 
*) Diese Z. 188, 225 (1930). 
*) Biochem. Z. 115, 282 (1921). 
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Aktivitit berichten zu kénnen.®) Bisher habe ich absichtlich py; 
die Acetoinkondensation selbst studiert ohne Beriicksichtiguns 
der optischen Aktivitit, weil erst die Reaktion als solche gekip; 
werden muBte, 

Auch bei der Decarboxylierung der Brenztraubensiiure dure}, 
Erhitzen mit Aminosiuren®) — bei AusschluB von Wasser — 
entsteht Acetoin [?) 8. 91], aber nur in einigen Prozent Ausbeute 
(bezogen auf die decarboxylierte Brenztraubensiure). Belichtet 
man Brenztraubensdéure in Substanz, so wird in ebenso geringey 
Ausbeute Acetoin gebildet[*)S. 85). Offenbar verlaiuft die Acetoin- 
kondensation am besten in wibriger Liésung. 

Ich habe diese Versuche erweitert. Die Figur zeigt, wie mit 
abnehmendem Wassergehalt, also zunehmender Siurekonzentration, 
die Acetoinausbeute sinkt. 
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Bei Konzentrationen von 0,2 bis etwa 3 m betriigt die Aus- 
beute an Acetoin 100°/,, bei reiner Brenztraubensiure (11,4 m) 
nur noch 12°/,.’) 


5) In der Diskussion des Stuttgarter Vortrages habe ich darauf hin- 
gewiesen, daB schon kurzes Trocknen der Hefe geniigt, damit die Fihig- 
keit zur Ausbildung der optischen Aktivitiéit verloren geht (unverdffentlichte 
Versuche). Das mu8 vermutlich so gedeutet werden, daB an der intakten 
(optisch aktiven) Zellstruktur die spontane Acyloinbildung optisch gerichtet 
verliuft, daB diese Struktur aber durch Trocknen zerstért wird und dann 
der Vorgang symmetrisch geht. Weitere Versuche sind im Gang. 

®) W. Langenbeck u. R. Hutschenreuter, Z. anorg. u. allg. Chem. 
18S, 1 (1930). 

*) Es wiire interessant, die Ausbeuten bei Konzentrationen unter 0,2 m 
zu kennen, da man erwarten miiBte, daB sie ebenfalls kleiner werden wiirden. 
Diese Versuche habe ich aus technischen Griinden nicht durchfihren kénnen. 
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Die Bestimmung der Quantenausbeute §) in 1 m-waBriger Lésung 
hei quantitativer Acetoinbildung hat folgendes ergeben: pro 1 ab- 
sorbiertes Lichtquant wird 1 Molekiil Brenztraubensiure gespalten, 
pro 2 Quanten also 2 Molekiile Saure, die 1 Molekiil Acetoin 
liefern. Dieses Ergebnis paft zu meiner Annahme, daB nach der 
Decarboxylierung der Brenztraubensiiure die Acyloinbildung des 
nascierenden Aldehydes spontan erfolgt, ohne weitere Zufuhr von 
Energie. 

Vergirt man Brenztraubensdiure bei Anwesenheit von Benzal- 
dehyd, so entsteht Phenyl-acetyl-carbinol C,H, -CHOH-CO- CH, [4)]. 
Der nascierende Acetaldehyd lagert sich an den Benzaldehyd an. 
Ich habe versucht, auch dieses Ketol darzustellen, indem ich Brenz- 
traubensiure mit Benzaldehyd zusammen bestrahlte. Hier ergeben 
sich mannigfaltige Schwierigkeiten. Eigentlich miBte man die 
Belichtung mit méglichst verdiinnten Lésungen von Brenztrauben- 
siure durchfiihren, damit au8er dem gemischten Acyloin nur 
wenig Acetoin gebildet wird. In diesen verdiinnten Lésungen geht 
aber der Benzaldehyd kaum in Liésung und man erhalt nur Acetoin 
in wenig verminderter Ausbeute. Man mu8 stirker konzentrierte 
Lisungen von Brenztraubenséure verwenden, damit der Benzal- 
dehyd gelést und eine homogene Fliissigkeit erhalten wird. Unter 
diesen Bedingungen wird aber auch Acetoin in wesentlicher Menge 
vebildet und die Schwierigkeit, beide Acyloine voneinander zu 
trennen, wichst. In Versuchen mit auf anderem Wege dargestell- 
tem Phenyl-acetyl-carbinol lieB sich zeigen, daB es, wie Acetoin, 
bei der Destillation mit Eisenchlorid in ein Diketon iibergeht, 
das mit Hydroxylamin und Nickelsalz in die entsprechende Nickel- 
verbindung des Phenyl-methyl-dioxims umgewandelt werden kann 
und als solches zur Wigung kommt. Diese Nickelverbindung ist, 
im Gegensatz zum Nickel-dimethyl-dioxim, ziemlich leicht léslich 
in Aceton, wodurch eine weitgenende Trennung beider Substanzen 
ermoglicht wird. 


Fiihrt man nun die Belichtung mit ultraviolettem Licht durch, 
das durch Aceton gefiltert wird, so lat sich kein Phenyl-acetyl- 
carbinol nachweisen; wahrscheinlich deshalb, weil auch durch 
diese Lichtstrahlen das gebildete Ketol zerstért wird (im Gegensatz 
zum Acetoin). Man muBf die Belichtung mit der Gesamtstrahlung 
vornehmen, damit die Decarboxylierung der Brenztraubensiiure, und 





*) Fir die Ausfiihrung dieser Bestimmung bin ich Herrn Dr. H. Eyer 
zu herzlichem Dank verpflichtet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIX. 13 
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damit die Acyloinbildung, rascher erfolgt als die Zerstérung des 
Acyloins. Nun gelingt es, die Bildung von Phenyl-acetyl-carbino| 
neben der von Acetoin nachzuweisen. Die Nickelverbindungen 
lassen sich allerdings nur schwer in véllig analysenreiner Form 
gewinnen, da nur geringe Mengen zur Verfiigung stehen. Ich 
halte aber den Nachweis des Phenyl-acetyl-carbinols fiir gesichert, 

Die geringen Ausbeuten an beiden Acyloinen sind offenbar 
auf den Einflu8 des zugesetzten Benzaldehydes zuriickzufiihren, 
Der Benzaldehyd wirkt nicht nur abfangend auf einen Teil des 
nascierenden Acetaldehydes, sondern auch verschlechternd auf die 
Acyloinbildung ein. Setzt man z.B.Benzol in einigen Prozenten einer 
5 m-Brenztraubensdurelésung zu, so wird die Ausbeute an Acetoin von 
etwa 80—90°/, auf 40—50°/, herabgedriickt (vgl. Versuche). Inter- 
essanterweise ist auch bei den Girungsversuchen, bei denen 
Benzaldehyd zugesetzt ist, die Ausbeute an Acyloin geringer als 
ohne Zusatz von Benzaldehyd (eigene Versuche, noch nicht yver- 
ffentlicht). 

Ich bin schon friiher*) auf die Versuche von Stepanow ein- 
gegangen. Stepanow und Kusin hatten angegeben!), dab bei 
Zusatz von Chloroform zur giirenden Brenztraubensiiure die Kohlen- 
siureentwicklung nicht beeintriichtigt, die Acetoinbildung dagegen 
stark gehemmt werde, und den Schluf gezogen, daB Chloroform 
die Carboligase schidige, ohne die Carboxylase anzugreifen. Ich 
habe damals den Befund von Stepanow grundsiitzlich bestitigen 
kénnen, nur fand ich das Ausmaf der Chloroformwirkung wesent- 
lich geringer. Auch hier handelt es sich nicht um eine aus- 
wiihlende Schadigung der ,,Carboligase“, sondern um eine Stirung 
der spontanen Acetoinkondensation durch einen organischen Stof. 
wofiir ich oben Beispiele angefiihrt habe. Interessant ist, dab 
auch Zusatz von Salzen die Acyloinausbeute in wiBriger Lésung 
stark erniedrigt. 

Die Bildung von Phenyl-acetyl-carbinol bei Belichtung der 
Brenztraubensiure mit Benzaldehyd ist von Interesse, weil hier 
wie bei der Hefegirung der nascierende Aldehyd von zugesetztem 
stabilem Aldehyd abgefangen wird. 

1931 hat KE. Hofmann im Laboratorium von C. Neuberg 
die Vergiirung der g-Ketovaleriansiiure untersucht und dabei zwar 
Kohlensiure und Butyraldehyd, aber kein Butyroin gefunden.") 





*) 3. Mitt.: Diese Z. 201, 63 (1931). 
10) B. 63, 2473 (1930). 
11) Biochem. Z. 243, 429 (1931). 
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Neuberg und Hofmann stellten zusammenfassend fest, dab 
mithin carboxylatische Spaltung méglich sei, ohne daB sich der 
entstehende Aldehyd freiwillig zu Acyloin kondensiere. Es ist 
eine bekannte Tatsache, daB nicht alle Vertreter einer Stoffklasse 
yollig gleich reagieren. Deshalb hatte ich mich mit meiner Be- 
hauptung, daB nascierender Acetaldehyd sich spontan zu Acetoin 
kondensiere, ausdriicklich nur auf diesen einen Aldehyd festgelegt. 
Und von diesem Aldehyd stand fest, daB er ,,carboligatisch“ rea- 
sierte. Immerhin war es interessant, die Belichtung der Keto- 
valeriansiure zu untersuchen, denn es war zu erwarten, daB auch 
der nach Belichtung entstehende Butyraldehyd sich schlechter zu 
Butyroin kondensiere als nascierender Acetaldehyd zu Acetoin. 
Diese Erwartung hat sich erfillt. Belichtet man Ketovalerian- 
siure in waBriger Lésung von 0,5—2 m-Konzentration, so entsteht 
Butyroin, aber in einer Ausbeute von nur 30—40°/, (bezogen 
auf die zerlegte Saiure). Hierbei ist es gleichgiiltig, ob man die 
Gesamtstrahlung der Lampe verwendet oder nur die durch Aceton 
oder Butyraldehyd hindurchgehenden Strahlen. In 5 m-Lésung 
entstand kein Butyroin (vgl. Figur). Die Verhiiltnisse liegen eines- 
teils ahnlich wie bei der Brenztraubensdure: je konzentrierter die 
belichtete Siurelésung ist, um so geringer wird die Ausbeute an 
Acyloin. Andernteils zeigt sich aber eine Verschiedenheit insofern, 
als in iquimolekularen Lisungen die Acyloinkondensation bei der 
Ketovaleriansiure schlechter verliuft als bei der Brenztrauben- 
siiure. Der nascierende Butyraldehyd kondensiert sich schwerer 
zu Acyloin als Acetaldehyd. Das sieht man auch daran, daB bei 
Belichtung von Butyraldehyd mit der Gesamtstrahlung der Licht- 
quelle zwar Butyroin entsteht, aber nur in ganz geringer Ausbeute, 
verglichen mit der Bildung von Acetoin aus bestrahltem Acetal- 
dehyd. Die geringere Reaktionsfihigkeit des Butyralde- 
hydes zeigt sich gleicherweise bei der Belichtung wie 
bei der Vergairung der Ketosduren. In den Belichtungs- 
versuchen ist die Ausbeute an Acyloinen gréBer als bei der Girung: 
m/5-Brenztraubensiure gab bei Belichtung 100°/, Acetoin, bei 
Girung 22°/,[?)S.841; m/2-Ketovaleriansiiure gab bei Belichtung 
33°/, Butyroin, m/10-Lésung bei Giirung kein Butyroin(”)}. 

In einem Punkt aber unterscheiden sich die Belichtungs- 
versuche yon den Garungsversuchen. Der nach der Decarboxy- 
lierung durch Hefe entstehende Aldehyd findet sich, soweit er 
nicht in Acyloin iibergegangen ist, als Aldehyd. Die Molekiile 
reagieren also im Sinn der Acyloinkondensation oder stabilisieren 
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sich, Das ist bei der Bestrahlung anders. In allen Fallen, iy 
denen die Acyloinausbeute nicht quantitativ ist, ist es mir bisher 
nicht gelungen, Aldehyd nachzuweisen. Diejenigen nascierendey 
Molekiile Aldehyd, die nicht Acyloin bilden, stabilisieren sich 
nicht zu Aldehyd, sondern gehen eine andere Reaktion ein, iiber 
deren Art ich vorliufig nichts aussagen kann. Ks steht aber fest, 
daB es sich nicht um eine Zerstérung durch Lichtwirkung handelt, 

ebensowenig um eine Dismutation oder um eine Polymerisation 
zu Paraldehyd. Auch Aldolbildung kommt nicht in Frage. 

Die Kondensation zweier Aldehydmolekiile zu Acyloin stellt 
eine Anlagerung des einen Molekiils an die CO-Doppelbindung 
des anderen dar; das H-Atom des nascierenden Aldehydes lagert 
sich an den Carbonylsauerstoff an, der Rest —CO-CH, an das 
C-Atom: 


O 
H SQ H 
R—C <— C—-R —-> R—C——C—R 
| OH O 
O <«— H 


Diese Anlagerung kénnte man sich auch so vorstellen, daB das 
H-Atom an das C-Atom geht und —CO-CH, an den Carbonyl- 
sauerstofi: 


H 

R—C <— H.--.-C—R ——— R—CH,—O—CO—R 
| /| 
D tm” © 


In diesem Fall miiBte aus 2 Molekiilen Aldehyd Ester entstehen; 
aus Acetaldehyd Essigsiiure-ithylester, aus Butyraldehyd Butter- 
siure-butylester. Ich habe bisher Ester nicht nachweisen kénnen. 
Hier sind weitere Versuche in gréBerem MaBstab notwendig. 
Jedenfalls steht fest, daB nascierender Acet- oder Butyraldehyd 
auBer dem entsprechenden Acyloin andere, vorliufig noch un- 
bekannte Verbindungen liefern kann. In nicht allzu konzentrierten 
Lésungen von Brenztraubensiiure herrscht ausschlieBlich die 
Acyloinbildung; bei steigender Konzentration nimmt allmablich 
die andere, unbekannte Reaktion iiberhand. Bei der Belichtung 
der Keto-valeriansiure iiberwiegt diese unbekannte Reaktion schon 
in Gebieten der molaren Konzentration, in denen bei der Brenz- 
traubensiiure noch die Acyloinbildung quantitativ vor sich geht. 

Kann man diese Tatsachen von einem einheitlichen Gesichts- 
punkt aus erkliren? Die geringe Neigung des Butyraldehydes 
zur Acyloinkondensation michte ich als eine spezifische Kigen- 
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schaft dieses Aldehydes betrachten. Gerade bei den ersten Gliedern 
einer homologen Reihe kommen quantitative Unterschiede in der 
Reaktionsfaihigkeit vor. Davon soll im folgenden Erklirungsversuch 
keine Rede sein. 

Das beiden Aldehyden gemeinsame Verhalten kénnte mit der 
Hydratation zusammenhingen. Darauf kénnte schon die Tat- 
sache hindeuten, daB die Acyloinbildung am besten in wiibriger, 
nicht zu konzentrierter Lisung vor sich geht. Wenn man an- 
nimmt, daB die Molekiile der Ketosiuren eine geniigend grofe 
Wasserhiille besitzen miissen, damit die nach der Decarboxy- 
lierung eintretende Acyloinkondensation quantitativ ablaufe, dann 
wire erklirlich, warum mit steigender Siurekonzentration die 
Ausbeute zuriickgeht, denn es nimmt die Hydratation ab. Dab 
Zusatz von Benzol oder Benzaldehyd zur wifrigen Lésung der 
Brenztraubensiiure die Acyloinausbeute mindert, wire dann da- 
durch bedingt, daB Wasser aus der Umgebung der Saure verdringt 
wird. Wenn die Ansicht von der Bedeutung der Hydratation 
richtig ist, dann darf man erwarten, daB auch bei Anwesenheit 
von Salzen die Ausbeute sinkt, weil die Salze der Wasserhiille 
der Siuremolekiile Wasser entziehen. 

Diese Erwartung wurde durch den Versuch bestitigt. Setzt 
man 2 ccm einer 3 m-Brenztraubensiure in Wasser 200 mg Na- 
triumchlorid oder 300 mg Magnesiumsulfat zu und belichtet, so 
sinkt die Ausbeute an Acetoin auf die. Hilfte. Man arbeitet 
zweckmiBigerweise bei so starker Konzentration, da hier — ohne 
Zusiitze — die Acyloinkondensation gerade noch quantitativ ver- 
liuft und geringe Beeintrichtigung der Reaktion schon durch 
ein Sinken der Ausbeute angezeigt wird. 

Am Beispiel der Schwefelsiure hat F. Tédt?*) vor kurzem 
gezeigt, daB durch Zunahme der Konzentration oder durch Zusatz 
von Nichtelektrolyten oder Neutralsalzen die Hydratation ver- 
ringert und dadurch die Aktivitit der Wasserstoffionen ge- 
steigert wird. 

Wenn die weitgehende Hydratation der Ketosiuren fir die 
Acyloinkondensation des nascierenden Aldehydes giinstig ist, dann 
miiBte umgekehrt eine méglichst geringe Hydratation, die nach 
dem oben Ausgefiihrten eine Aktivitatssteigerung der lonen be- 
deuten kann, die unbekannte Reaktion fordern. 

DaB bei der Gurung der Ketosiuren der Aldehyd, soweit 
er nicht in Acyloin iibergeht, stabilisiert wird, mag mit der Bin- 


12) Chem. Ztg. 57, 421 (1933). 
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dung an die Carboxylase zusammenhingen. Ich habe schon friiher 
darauf hingewiesen, da’ die Ferment—Substrat-Verbindung aus 
Brenztraubensiure und Carboxylase vielleicht noch fiir die folgende 
Acyloinkondensation von Bedeutung sein kann [*) S. 234]. Wenn 
die Carboxylase, wie Langenbeck glaubt und Wetzel fiir mig- 
lich halt?*), ein Amin ist und die Decarboxylierung nach dem 
gleichen Mechanismus erfolgt wie beim Erhitzen mit Aminosiiuren, 
dann kann man annehmen, dai die Acyloinbildung bei der Hefe- 
giirung durch den Zusammentritt eines Molekiils nascierenden 
Aldehyd-imins mit einem Molekiil Aldehyd (oder Imin) erfolgt.) 


CH,-C=N-R = CO, + CH,-C=N-R 
| 
COOH H 
CH,:C=N-R + R-N=C-CH, —» CH,-CH(NH-R)-C-CH, 
H | | 
H N-R 


Durch Umsetzung mit der Ketosiiure entsteht dann das Imin 
dieser und das freie Acyloin. 

Auch bei der Zersetzung der Imino-brenztraubensiiure, wobei 
geringe Mengen Acetoin gebildet werden, wird man annehmen 
miissen, daB durch Decarboxylierung nascierendes Aldehydimin 
entsteht und dieses mit einem zweiten Molekiil reagiert, worauf 
erst die Iminogruppe abgespalten wird und freies Acetoin aut- 
tritt [?) S. 90}. 

Wenn dieses Schema fiir die Girung zutrifft, dann miiBte 
das nascierende Aldehyd-imin zum Unterschied vom nascierenden 
Aldehyd die mehrfach erwihnte, unbekannte Reaktion nicht ein- 
gehen kénnen. 

Die Belichtungsversuche mit Brenztraubensiiure und Keto- 
valeriansiure haben gezeigt, dai nascierender Aldehyd spontan 
Acyloin bilden kann. Bei der Girung muff man nach dem Vor- 
stehenden vielleicht statt von nascierendem Aldehyd von Aldehyd- 
Carboxylase-Verbindung (bzw. substituiertem Aldehydimin wie bei 
der Decarboxylierung mittels Aminosiiuren) sprechen. Das _be- 
deutet aber keinen grundsiitzlichen Unterschied. 


Versuche. 


Als Lichtquelle diente eine Ultraviolett-Quarzlampe. Das 
Licht wurde durch eine Quarzlinse von 4 cm Brennweite und 
4cm Durchmesser gesammelt, dann durch eine Quarzkiivette von 








8) Planta (Berl.) 15, 722 (1932); Chem. Z. 1932, II. 2469. 
) W. Langenbeck, Ergebn. d. Enzymforsch. II, S. 334 (1933). 
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22 em Durchmesser (bzw. 4 cm) und 2 cm Linge (bzw. 4,4 cm) 
geschickt, die mit Wasser oder einer Absorptionsfliissigkeit be- 
schickt war (,,Filterkiivette“, dann traten die Strahlen in das 
Reaktionskélbchen ein, das ebenfalls aus Quarz war und einen 
Durchmesser von 2,2 cm (bzw. 3,5 cm) und ein Fassungsvermégen 
yon 1,5 cem (bzw. 2,2 ccm) hatte. Streulicht war ausgeschaltet. 
Auf dem Reaktionskélbchen saB ein kleiner Aufsatz, der es ge- 
stattete, Stickstoff durch die Lésung zu leiten, um die gebildete 
Kohlensiure bzw. den Aldehyd in die Baryt- bzw. Dimedonvor- 
lagen zu spiilen. Einzelheiten, beziiglich der Aldehydbestimmung 
z, B. vgl. in der 2. Mitteilung. 


Belichtung der Brenztraubensaure (‘l'ab. 1). 

In allen Versuchen wurde das Licht durch Aceton—Wasser 
1:1) gefiltert. Das Acetoin wurde als Nickel-dimethyl-dioxim 
bestimmt. Der Versuch Nr. 1 wurde mit 1,5 cem Lésung 
im kleinen Kélbchen ausgefiihrt, die Versuche Nr. 2—9 mit 
2.2cem Lésung im gréBeren Kélbchen; hier ist die Oberfliche wesent- 
lich gréBer und infolgedessen auch die Reaktionsgeschwindigkeit. 


Tabelle 1. 

















Reaktionsprodukte 

Konzen- Dauer = 

Versuchs- | tration der der a Acetoin ? 
Xr Brenz- Belich- Kohlen- | der gespal- 
a traubensiiure tung siure tenen Brenz- 
| traubensiure 

m Stunden mg | mg , 

1 1 24 35,20 34,55 98 

2 2.5 20 95,71 94,32 | 99 

3 5 25 64,57 | 49,73 | 77 

4 7 37 48,45 30,41 | 63 

5 7 19 41,80 27,11 | 65 

6 9 48 82,61 48,63 | 59 

7 11 45 44,77 17,23 38 

5 11 24 — 11,84 — 

) 11,4 87 73,04 8.65 12 











In Versuch Nr. 1 wurde die Reaktionslésung titriert; danach 
sind 75,2 mg Siure verschwunden, wihrend nach der CO,-Bildung 
10.4 mg Siure umgewandelt sein miiBten. Die Abnahme der 
Brenztraubensiiure ist also nur auf die Decarboxylierung zuriick- 
zutiihren (bei 1m). In Versuch Nr.8 ist statt Barytlauge Dimedon 
vorgelegt. Nach dem Ansiiuern fillt kein Aldomedon aus. Ein 








; 
i 
; 
; 
! 





186 Wilhelm Dirscherl, 


aliquoter Teil der Reaktionslésung wurde mit 25 °/, iger Schwefel- 
siiure destilliert; im Destillat lieB sich kein Aldehyd nachweisen, 

Da in den fritheren Arbeiten versiiumt worden ist, eine Analyse des 
Nickeldimethyl-dioxims zu geben, sei dies hier nachgeholt. 

2,920 mg Subst. gaben 0,495 cem N (20°, 759 mm). 

C,H,,0,N,Ni Ber. N 19,41 — Gef. -N 19,72. 

Auberdem wurde das Acetoin auch als p-Nitro-phenylosazon nach. 
gewiesen. Es schmilzt bei 290° 

Belichtung von Brenztraubensaiure bei Zusatz von Benzaldehyd. 
Aus einer groBen Reihe von Versuchen sei nur einer angefiihrt. 
Im gréferen Quarzkélbchen wurden 1,8 ccm einer 5m-Brenztrauben- 
siurelésung zusammen mit 0,18 ccm Benzaldehyd 28 Stunden 
hinter Wasser belichtet. Es wurden 38,06 mg CO, entwickelt 
und 7 mg Nickelverbindungen erhalten. Durch mehrfache frak- 
tionierte Behandlung mit Aceton wurde eine schwer- und eine 
leichtlésliche Fraktion erhalten (letztere wurde aus Aceton mit 
Wasser umkrystallisiert). 


Schwerloésliche Fraktion (schmilzt bis 300° nicht): 

1,138 mg Subst.: 0,168 ccm N (20°, 759 mm). Gef. N 17,18. 

Diacetyl-dioxim-Ni ber. N 19,41. 

Leichtlésliche Fraktion (Schmelzp. bei 220°): 

4,200 mg Subst.: 0,481 cem N (21°, 752mm). Gef. N 13,11. 

Phenyl-methyl-dioxim-Ni ber. N 13,57. 

Belichtung von Brenztraubensdure bei Zusatz von Benzol. 1,5 ccm 
einer 5m-wiSrigen Lésung von Brenztraubensiure werden mit 
0,04 ccm Benzol versetzt und hinter Wasser 24 Stunden be- 
lichtet. Es wurden gebildet: 36,19 mg CO, und 16,13 mg Acetoin. 
Ausbeute 44°/,. 

In einem Parallelversuch wurde Dimedon vorgelegt. Nacli 
etwa 15 Stunden waren 7,2 mg Acetoin entstanden, aber kein 
Aldehyd nachweisbar. | 

In einem weiteren Versuch wurden 1,5 ccm Lisung mit 
0,15 com Bénzol versetzt und 12 Stunden hinter Butyraldehyd 
belichtet. Ks entstanden 19,36 mg CO, und 6 mg Acetoin. Die 
Reaktionslésung wurde mit 10°/,iger Schwefelsiure destilliert. Im 
Destillat war mit Dimedon kein Aldehyd nachweisbar. 


Belichtung von Brenztraubensdure bei Zusatz von Salzen. 1. jm 
gréBeren Quarzkélbchen wurden 2 ccm 3m-Brenztraubensiiure mit 
0,200 g Natriumchlorid hinter Aceton—Wasser 48 Stunden _be- 
lichtet. Die Spaltung verliuft langsamer als ohne Zusatz. Es wurden 
39,5 mg CO, gebildet und 21,5 mg Acetoin = 55°/, Ausbeute. 
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2. Wie unter 1., aber statt NaCl 0,300 gMgSO,-7H,O. Nach 
3 Stunden waren 12,1 mg CO, entstanden und 6,0 mg Acetoin 
= 50°/, Ausbeute. 


Bestimmung des Butyraldehydes. Die Bestimmung des Butyr- 
aldehydes erfolgte mittels Dimedon, wie es in der 2. Mitteilung fiir Acet- 
aldehyd angegeben worden ist. 

36 mg Butyraldehyd in 1,5 ccm Wasser werden mit 0,38 g Dimedon 
(in 15 cem n/5-Sodalésung) versetzt und unter Verschlu8 einige Stunden 
stehen gelassen. Dann wird auf etwa 200 ccm verdiinnt und mit Essig- 
siure angesiiuert. Neech einigem Stehen wird der Niederschlag auf einem 
}lasfiltertiegel abgesaugt und bei 105° getrocknet. 163,6 mg Aldomedon = 
35,99 mg Butyraldehyd. Schmelzpunkt der umkrystallisierten Verbindung 
137—138°. 

2,260 mg: 5,920 mg CO,, 1,865 mg H,0. 

Ber. C 71,85, H 8,98 Gef. C 71,44, H 9,23. 

Auch in saurer Lésung liBt sich der Aldehyd quantitativ bestimmen. 
Man findet Werte von 95—100°/,, so daB man auf einen Korrektionsfaktor 
verzichten kann. 


Belichtung des Butyraldehydes. Verwendet wurde eine '/,m- 
Lisung in Wasser. Belichtet man hinter Wasser, so wird der 
Aldehyd zerstért und je nach der Reaktionsdauer kein oder wenig 
Butyroin gebildet. Hinter einem Filter von Aceton—Wasser (1:1) 
oder reinem Butyraldehyd verschwinden nur geringe Mengen Al- 
dehyd, wenn das FiltergefiB lang genug ist, also die Lichtstrahlen 
eine geniigend lange Schicht durchlaufen, bevor sie in das Reak- 
tionsgefaiB eintreten. 

Es eriibrigt sich, hier diese Versuche einzeln anzufiihren, 
die in groBer Zahl gemacht worden sind. Bei der Belichtung der 
Ketovaleriansiiture aber werden die Daten der dazugehérigen Al- 
dehydversuche gegeben werden. 

Bei Belichtung von 5 ccm reinem Butyraldehyd im kleineren 
FiltergefaB wihrend 18 Stunden verschwand etwa 1/, des Aldehydes. 
Bei der Destillation mit FeCl, wurde ein Destillat erhalten, auf 
dem Oltropfen schwammen. Diese wurden abgetrennt und, ebenso 
wie die wiBrige Lésung, mit Hydroxylamin und Nickelsalz erhitzt. 
In beiden Fallen wurde ein gelber Kérper vom Schmelzp. 137 
bis 138° (mach Umkrystallisieren aus wiiBrigem Alkohol) gebildet. 
Ausbeute 70 mg. 

3,778 mg: 0,447 cem N (21°, 758 mm). Gef. N 13,70. 

Ich kann nichts itber die Natur dieser Substanz aussagen. 


_ Belichtung der Ketovaleriansdure (Tab. 2). Die Darstellung der 
Siure erfolgte, wie bei E. Hofmann [']; n-Propyl-acetessigester wird in 
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den Oximino-ester und dieser in den Keto-ester bzw. die freie Ketosiiure 
iibergefiihrt. Der Oximino-ester war bei Zimmertemperatur krystallisiert, 

Die Anordnung der Versuche war die gleiche wie bei der Be- 
lichtung der Brenztraubensiiure, so daB sich eine nochmalige Beschrei- 
bung eriibrigt. 


Tabelle 2. 
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Umgesetzte Reaktionsprodukte 
Konzen- | Dauer | cx sa 
: Sdure mg —_— 
: Inhalt tration der Pind Butyroin 
\ ers.- der der Keto- Belich- h —- MS se ’ — 
Nr. Filter- | valerian- ae nach | Pach} CO, | Butyr- | n.!0 i 
a x . | ani * | gesp. 
kiivette saure Titr. CO, aldehyd Siure 
: entw. aii 
m Std. mg | | mg 
1 Wasser 1 49 30,6 45,3 | 17,16 — — 71) 2% 
Butyr- 
2 3 — 6.3 117.82 —_ 0 8.2, % 
~ aldehyd 1 0 4 , 1 ‘ ‘ 
3 Aceton 1 120 78,9 66,8] 25,74 ~- 14,3 10,3 29 
4 1 88 84.7 — — Q 8.4 13,8, — 
) 0,5 24 62,7 53,0} 20,13 — 16,8 — | 33 
6 1 22 | 74.7 52,6] 20,0 ——; ea 
7 1 45 111,0 105,8] 40,7 | — 25,5 | 27,6; 39 
8 1 ee | ow ee ‘ tie) —| = 
4g a 2 105 185.6 138,6 | 52,7 — 38,0; — 44 
10 R i) 70 — | 72,5] 27,9 0 0 o~ v 

















Bemerkungen zur Tabelle2. Wo als Filterfliissigkeit ,,Aceton‘ 
angegeben ist, handelt es sich um Aceton-Wasser (1:1). Butyraldehyd 
wurde ohne Lésungsmittel verwendet. 

Das Butyroin wurde mehrmals sowohl als Nickel-dioxim-verbindung (N.) 
wie als p-Nitrophenyl-osazon (O.) in aliquoten Teilen der Reaktionsfliissig- 
keit bestimmt. Die ermittelten Werte stehen unter ,,Butyroin“ unter der 
Spalte N. bzw. O. Die prozentuale Ausbeute an Acyloin ist der Mittelwert 
aus beiden Methoden. 


Die Versuche Nr. 1 bis 4 wurden mit je 1,5 cem Lésung in 
der kleineren Kiivette, die Versuche Nr. 5 bis 10 mit je 2,2 ccm 
Lésung im gréBeren Quarzkélbchen ausgefiihrt. Da die bestrahlte 
Flache hier gréBer ist, wird in der Zeiteinheit mehr Siiure um- 
gesetzt. 

Zu Versuch Nr. 1: Wihrend der Belichtung traten Oltropfen auf, 
die abgetrennt wurden und mit p-Nitrophenyl-hydrazin auch nach lingerem 
Erhitzen keinen Niederschlag bildeten. Ob dieser Kérper, der weder Butyroin 
noch eine andere Carbonylverbindung sein konnte, vielleicht das Produkt 
der im theoretischen Teil erwiihnten unbekannten Reaktion ist, konnte bisher 
nicht erwiesen werden. 

Analyse des aus der Lisung dargesteilten p-Nitrophenyl-osazons des 
Butyroins (Zersetzungsp. 290°): 
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iure EE 3,990 mg Subst.: 0,706 cem N (22°, 741 mm). 
iert, 3 Cx .H.90,N, (412) Ber. N 20,38 Gef. N 19,96. 


Zu Versuch Nr. 2: Auch hier traten kleine Oltrépfchen auf. 


Zu Versuchen 4, 8, 10: In der Dimedonvorlage war kein Butyr- 
aldehyd nachweisbar, auch nicht in der Lisung, von der in Nr. 8 und 10 
ein aliquoter Teil mit 25°/,iger Schwefelsiure destilliert wurde. 
— § Zu Versuch Nr. 10: Aus der Tabelle geht hervor, da8 kein Butyroin 
entstanden ist. Bei der Destillation der Reaktionslésung mit FeCl, und Um- 
= setzung des Destillates mit Hydroxylamin und Ni-Salz und Einengen fiel 
aber ein gelber krystallisierter Kérper aus, der bei 203—204° schmilzt. 


ros 3,105 mg Subst.: 0,373 cem N (19°, 753 mm). 
Shi 3 Gef. N 13,92. 


! Das Schicksal des Butyraldehydes, der nicht in Butyroin iiber- 
2) [ gegangen ist. In Versuch Nr.7 (Tab. 2) sind hinter Aceton inner- 
2% [ halb 45 Stunden 40,7 mg CO, gebildet worden und 25 mg Butyroin, 
oy) — statt der theoretischen Menge von etwa 65mg. 40mg des inter- 
- mediir gebildeten Butyraldehydes sind also nicht in Butyroin iiber- 


33 —F gegangen. Was ist aus ihnen geworden? Es ist unmdglich, daf 
’. —F  quantitativ Butyroin entstanden, aber ein Teil davon durch 
; das Licht wieder zerstiért worden ist; sonst miiBte bei Belichtung 
44 hinter Wasser die Butyroinausbeute noch niedriger sein (vgl. Nr. 1 


" FF pis 4). 
| Ks ist schon erwihnt worden, daB in den Versuchen Nr. 4, 
8 und 10 versucht wurde, etwa anwesenden Butyraldehyd durch 
den Stickstoffstrom in eine Vorlage iiberzufiihren, die mit soda- 


N) [— alkalischer Dimedonlésung gefiillt war (in Alkali findet raschere 
ig § Umsetzung statt). Beim Verdiinnen und Ansiiuern schied sich aber 
ler keine Aldehydverbindung ab. Es konnte auch keine Polymerisation 
” oder Aldolbildung des Aldehydes stattgefunden haben, denn bei 
Destillation der Reaktionslésungen in Nr. 8 und 10 mit 25°/,iger 
on Schwefelsiure lieB sich im Destillat kein Aldehyd nachweisen 
“a (wohl aber bei Destillation von polymerisiertem Butyraldehyd). In 
" Kontrollversuchen lieB sich zeigen, daB Mengen yon etwa 40 mg 
Butyraldehyd sich mit dem Stickstofistrom in die Dimedonvorlage 
iiberfiihren lieBen. Man fand 70—80°/, wieder. 

: Vielleicht wird durch das Acetonfilter das Licht nicht geniigend 
in absorbiert, so daB der intermediir auftretende Aldehyd durch das 
kt Licht noch verindert wird? Im gleichen Quarzkélbchen, in dem 
er der Versuch Nr.7 vorgenommen wurde, bestrahlte ich 47 mg frisch 
| (estillierten Butyraldehyd in 2 ccm Wasser 50 Stunden hinter 
Wasser. Hier wurde kein Stickstoff durchgeleitet, sondern eine 
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Schliffkappe aufgesetzt. 16mg Aldehyd waren verschwunden. Bej 
Belichtung der gleichen Menge Aldehyd hinter Aceton verschwinden 
in der gleichen Zeit 9mg Aldehyd. Ein Teil davon ist sicher auf 
Verluste beim Umfiillen des Gefifes zuriickzufiihren. Man mu8 
also annehmen, daB bei der Belichtung der Ketovaleriansiure 
hinter Aceton (Versuch Nr. 7) von den fehlenden 40 mg Aldehyd 
durch weitere Lichteinwirkung nur etwa 9 mg verschwunden sein 
kénnten. Die Hauptmenge des fehlenden Aldehydes (30 mg) muB 
also eine unbekannte Reaktion eingegangen sein. Um eine Oxydo- 
reduktion, bei der Aldehyd in Siure iibergehen kénnte, kann eg 
sich auch kaum handeln. Dann miifite man erwarten, daBb nach 
der Titration der Reaktionslésung weniger Saiure verschwunden 
erscheint, als nach der Kohlensiurespaltung zu errechnen ist. Kin 
Versuch wurde gemacht, durch Zusatz von NaHSO, zur belichteten 
Ketosiure Aldehyd abzufangen. Die Decarboxylierung erfolgt aber 
derart verlangsamt, daB der Versuch zu keinem Ergebnis fiirt. 
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